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RÉSUMÉ
Le stress oxydatif contribue de façon importante au développement de la
dysfonction endothéliale coronarienne associée à l’hypertrophie ventriculaire gauche
(HVG). Une intervention thérapeutique avec l’antioxydant probucol pourrait être
bénéfique afin de limiter le développement et la progression d’une HVG et de la
dysfonction endothéliale associée des artères coronaires épicardiques.
L’HVG est induite expérimentalement par un cerclage aortique (CA) chez des
porcelets âgés de 2 mois. Le groupe témoin n’a pas été soumis au CA et le groupe avec
CA non traité a reçu un placebo. Trois groupes avec CA ont reçu, à différents intervalles,
un traitement de probucol de 1000 mg/jourper os. La progression de l’HVG a été suivie
par échocardiographie et par l’hypertrophie des cardiomyocytes et la fibrose interstitielle
par histologie. La réactivité vasculaire, la fonction endothéliale (nitrite/nitrate et GMPc)
et le stress oxydatif (angiotensine II, hydroperoxydes et superoxyde dismutase) ont
également été évalués.
Chez les trois groupes traités, il y a eu une diminution significative de l’HVG
(masse ventricule gauche, hypertrophie des cardiomyocytes et fibrose) relativement au
groupe non traité. Au niveau vasculaire, le traitement au probucol a significativement
amélioré les relaxations dépendantes de l’endothélium et était associé à une augmentation
de l’activité de la eNOS (nitrite/nitrate :2,33±0,31 ; 0,97±0,22 ; 3,23±0,39; 2,66±0,57;
1,00±0,11 pour les groupes 1, 2, 3, 4 et 5 respectivement. p<0,05 pour le groupe 2 vs 1 et
pour les groupes 3 et 4 vs 2) et de la biodisponibilité du NO. (GMPc : 37,13±4,93
16,46±2,72; 36,09±3,7; 35,40±3,45 ; 31,30±2,63 pmol/mg de protéines pour les groupes
1, 2, 3, 4 et 5 respectivement. p<0,Oi pour le groupe 2 vs 1 et pour les groupes 3, 4 et 5 vs
2). Au niveau du stress oxydatif le probucol a diminué la peroxydation des lipides
(hydroperoxydes; 2,96±0,58; 8,18±0,76; 3,80±0,62 ; 4,16±0,51 ; 4,55±0,54 pg/ml pour
les groupes 1, 2, 3, 4 et 5 respectivement. p<0,OOi pour le groupe 2 vs 1 et pour les
groupes 3, 4 et 5 vs 2) ainsi que les niveaux d’angiotensine II (5,41±2,81 ; 33,18±0,61
6,08±0,80; 7,26±0,70; 13,78±2,87 mM pour les groupes 1, 2, 3, 4 et 5 respectivement.
pO,OO$ pour le groupe 2 vs I et pour les groupes 3, 4 et 5 vs 2). Par contre, il n’a eu
aucun effet sur la capacité antioxydante (SOD).
111
Dans un modèle porcin d’HVG secondaire à un CA, l’administration du probucol
limite le développement et la progression d’une HVG et de la dysfonction endothéliale
coronarienne associée.
Mots clés Artère coronaire épicardique — Dysfonction endothéliale —
Hypertrophie ventriculaire gauche — Stress oxydatif — Probucol
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ABSTRACT
Oxidative stress plays an important role in the development of the endothelial
dysfunction associated with lefi ventricular hypertrophy (LVH). A therapeutic
intervention with the antioxidant drug probucol may be beneficial in order to limit the
development and the progression of the LVH and of the associated epicardial coronary
arteries endothelial dysfunction.
LVH was induced by performing an aortic banding (AB) on two month old swine.
The control group was flot submitted to AB whereas the untreated AB group received a
placebo. Three groups with AB received, at different intervals, probucol 1000 mg!day
per os. The degree of LVH was assessed by serial echocardiographic studies and
cardiomyocyte transversal area as welÏ as interstitial fibrosis with histological studies.
Vascular reactivity, endothelial function (flitrites/nitrates and cGMP) and oxidative stress
(angiotensin II, hydroperoxide and superoxide dismutase) were also assessed.
In the three treated AB groups, there was a significant decrease in LVH (lefi
ventricle/body weight, cardiomyocyte hypertrophy and interstitial fibrosis) in comparison
with the untreated Ali group. Moreover, probucol significantly improved vascular
endothelium-dependent relaxations, associated with an increased eNOS activity
(nitrite/nitrate: 2.33±0.31 ; 0.97±0.22; 3.23±0.39; 2.66±0.57; 1.00±0.11 for groups 1,2,
3, 4 and 5 respectively. p<O.O5 for group 2 vs I and for groups 3 and 4 vs 2) and NO.
bioavailability (cG1VW: 37.13±4.93 ; 16.46±2.72; 36.09±3.70; 35.40±3.45; 31.30±2.63
pmoWmg proteins for groups 1, 2, 3, 4 and 5 respectively. p<O.Ol for group 2 vs I and for
groups 3, 4 and 5 vs 2). Lastly, probucol acted on oxidative stress, decreasing lipid
peroxidation (hydroperoxides: 2.96±0.58; 8.18±0.76; 3.80±0.62; 4.16±0.51 ; 4.55±0.54
pglml for groups 1, 2, 3, 4 and 5 respectively. p<O.00I for group 2 vs I and for groups 3,
4 and 5 vs 2) and angiotensin II levels (5.41±2.81 ; 33.18±0.61 ; 6.08±0.80; 7.26±0.70;
13.78±2.87 mM for groups 1, 2, 3, 4 and 5 respectively. pO.008 for group 2 vs I and for
groups 3, 4 and 5 vs 2).. On the other hand, probucol did flot modify antioxidant capacity
(superoxide dismutase activity).
V
k a porcine model oÎLVH secondary to ÀB, tue aioxidant probucol limits die
developma and die progression ofdie LVII and ofthe associated comnary endothelial
dysfimcdoa
Key words: &dothelial dysfimcfion — Epicardial coronary afteiy — Left ventiajiar
hypœtrophy — Oxidative stress — Probucol
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Chapitre Premier
Introduction
1
L’augmentation de la post-charge cardiaque, principalement causée par une
sténose aortique ou une hypertension artérielle systémique, induit une série d’évènements
cellulaires et moléculaires menant à une hypertrophie ventriculaire gauche (HVG)
adaptative (Fareh et aÏ., 1996). La principale cause de développement de la sténose
aortique chez l’adulte constitue un processus dégénératif menant à la calcification de la
valve aortique, entraînant une immobilisation progressive des feuillets valvulaires.
Puisque l’obstruction est graduelle, le ventricule gauche s’adapte à la surcharge de
pression systolique en augmentant l’épaisseur de ses parois afin de préserver sa fonction
systolique (Kovàkova et cil., 2000). L’HVG, affecte 23% des hommes et 33% des
femmes après l’âge de 59 ans (Savage et cd., 1987) et augmente de trois fois le risque de
développer des maladies cardiovasculaires. Elle est en fait associée à des évènements
cardiaques incluant la mort subite, l’infarctus du myocarde, l’insuffisance cardiaque, les
accidents vasculo-cérébrals et la maladie coronarienne (Brown et al., 2000).
Des altérations au niveau de la relaxation dépendante de l’endothélium induite par
l’acétylcholine (ACh), l’adénosine et la substance P ont été rapportées dans l’HVG lors
d’études cliniques et expérimentales (Grieve et al., 2001 ; Liischer e. al., 1994 ; Treasure
et al., 1993). L’atteinte des relaxations dépendantes de l’endothélium induites par le
monoxyde d’azote (NO.) chez les animaux avec une HVG a été attribuée à une
diminution de la synthèse et/ou de la biodisponibilité du NO. et à la libération
concomitante de facteurs contractants dérivés de l’endothélium (EDCfs), tels
l’endothéline (ET) et les prostanoïdes (Wattanapitayakui et ai., 2000). Le stress oxydatif
principalement via l’action de l’anion superoxyde (.02), joue également un rôle
important dans le développement d’une dysfonction endothéliale lors de nombreuses
pathologies cardiovasculaires, telle l’HVG (Cal et al. ,2000). Le stress oxydatif représente
un état dans lequel l’excès d’espèces réactives oxygénées (ERO) surpasse la capacité du
système endogène antioxydant.
Une dysfonction endothéliale des artères coronaires épicardiques a été démontrée
dans l’HVG secondaire à un cerclage aortique dans un modèle porcin (Malo et ai., 2003).
Les altérations des mécanismes de signalisation au niveau des cellules endothéliales (CE)
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impliquent préférentiellement les relaxations induites par les protéines Gi, et modérément
celles par les protéines Gq. Ces observations, combinées à une baisse du taux basal de
guanosine-3’5’-monophosphate cyclique (GIvWc) au niveau de la paroi vasculaire et à
une réduction du rapport plasmatique nitrites/nitrates, réflètent une diminution de la
production et/ou biodisponibilité du NO. dans ce modèle (Mato et aÏ., 2003). De plus, en
présence d’une HVG secondaire à un cerclage aortique, il y a une augmentation des
concentrations circulantes d’ET-l et une diminution de la densité du sous-type de
récepteur ETB au niveau endothélial, expliquant en partie la vasoconstriction accrue dans
la dysfonction endothéliale (Desjardins et aÏ., 2005). Finalement, une présence
significativement augmentée des concentrations plasmatiques de peroxynitrite (ONOO-)
confirme un état de stress oxydatif dans I’HVG (Mato et al., 2003’).
Malo et al (2003) ont démontré qu’un traitement aigu avec la tétrahydrobioptérine
(BH4) ou qu’un supplément d’antioxydants avec la superoxyde dismutase (SOD) et la
catalase (CAT) améliore la réactivité vasculaire en présence d’une dysfonction
endothéliale (Mato et aL, 20031). Ces observations impliquent que, dans ce modèle, il y
une diminution de l’activité antioxydante endogène et/ou une augmentation des niveaux
des ERO, plus spécifiquement de •02 et du peroxyde d’hydrogène (11202). Puisque les
ERO sont à la source de plusieurs modifications néfastes au niveau de l’organisme, entre
autres au niveau des CE et du myocarde, il serait intéressant d’évaluer les effets d’une
intervention thérapeutique chronique à l’aide d’une substance antioxydante, le probucol,
sur l’initiation, la progression et/ou le renversement de la dysfonction endothéliale ainsi
que de l’HVG.
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Chapitre Deuxième
Fonctions de l’endothélium sain
4
La découverte au 19e siècle par Von Recklinghausen d’une couche cellulaire
interne au niveau de la paroi vasculaire ne représentait qu’une description plus détaillée
de celle rapportée par Maiphigi au 17e siècle. Ce dernier stipulait que cette barrière
physique entre le sang et les tissus ne possédant aucune fonction substantielle (fishman
A?. 1982). Cette vision prit un nouveau tournant vers le début des années 80 alors que
Furchgoff et Zawadzki (1980) découvraient un puissant potentiel vasoactif à cette couche
cellulaire, soit l’endothélium.
L’endothélium est localisé stratégiquement entre la circulation sanguine et les
cellules musculaires lisses (CML) de la paroi vasculaire (Schffrmn EL, 1994). Cet
emplacement lui confère la possibilité de contrôler sélectivement la perméabilité et le
transport des solutés et macromolécules, afin d’aider au métabolisme de plusieurs
facteurs circulants dans le sang ou générés localement (Schfftmn EL, 1994; flavahan et
Vanhoutte, 1995; Vanhoutte et al., 1997). D’une manière passive, l’endothélium
participe à la régulation des niveaux de ces facteurs par l’expression d’enzymes
métaboliques extracellulaires telles les enzymes de conversion (Fiavahan et Vanhotitte,
1995). De plus, au niveau de la lumière vasculaire, l’endothélium sain possède une
action anti-plaquettaire (synthèse de NO. et de prostacycline [PGI2]), anti-coagulante
(expression de glycosaminoglycans et de thrombomoduline), fibrinolytique (libération de
l’activateur du plasminogène tissulaire) et maintient une surface non thrombogénique par
l’inhibition de l’adhésion et de l’extravasation des cellules pro-inflammatoires tels les
neutrophiles, monocytes et lymphocytes (fishman A?, 1982; Schtjftmn EL, 1994;
Boulanger et Vanhoutte, 1997; Rubanyi GM 1993). Au niveau de la paroi vasculaire,
les CE sont impliquées dans le processus d’angiogénèse ; plus précisément, elles
possèdent la capacité de migrer, de proliférer et de former les tubules. De plus, les CE
possèdent un rôle vasculaire de modulation de la contraction, de la croissance et de la
migration des cellules musculaires lisses vasculaires sous-jacentes (par la sécrétion de
facteurs, tel le NO.) (Rubanyi GM, 1993 ; Mombouli et Vanhoutte, 1999). Ces différentes
propriétés sont dues à la capacité des CE de percevoir les stimuli humoraux et
hémodynamiques (grâce à la présence de récepteurs à la surface membranaire, de
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molécules d’adhésion et d’enzymes), de changer de morphologie et de sécréter des
facteurs (Vanhoutte et al., 1997).
Les CE peuvent être activées par plusieurs stimuli incluant les forces de
cisaillement et une variété de substances vasoactives endogènes qui sont produites de
façon systémique ou générées localement par le tissu vasculaire ou les cellules sanguines
circulantes. Ces substances proviennent du système nerveux autonome (ACh, adénosine
triphosphate [ATP], substance P), des hormones circulantes (catécholamines,
vasopressine, angiotensine II [Ang II], insuline), des dérivés de la coagulation et des
produits plaquettaires (sérotonine [5-HT], adénosine diphosphate [ADP], thrombine)
ainsi que des CE et des CML directement (bradykinine [BK], ADP/ATP, angiotensines,
histamine et ET-1) (Mombouti et Vanhoutte, 1999).
Facteurs relaxants dérivés de I’endothélïum
En condition normale, il existe une nette prédominance de la libération basale des
EDRFs alors que les EDCfs n’apportent qu’une contribution mineure, favorisant ainsi la
relaxation vasculaire (Boulanger et Vanhoutte, 1997). Trois facteurs générés par
l’endothélium participent à cette vasorelaxation: le NO., la PGI2 et le facteur
hyperpolarisant dépendant de l’endothélium/hyperpolarisation dépendante de
l’endothélium (EDH(f)) (Figure 1)
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Monoxyde d’azote
Le médiateur primaire des relaxations dépendantes de l’endothélium, découvert
en 1980 par Furchgott et Zawadzki suite à une stimulation des CE par l’ACh (Furchgott
et Zawadzki, 1980), est une substance diffusible possédant une demi-vie de quelques
secondes (Martin et aÏ., 1985), identifiée comme étant le NO. (Palmer et al., 1998). Ce
radical libre non prostanoïde contribue de manière prédominante aux relaxations
dépendantes de l’endothélium dans les artères de grand calibre, soient coronaires,
systémiques, cérébrales, mésentériques et pulmonaires ( Vanhoutte et al., 1997).
La synthèse du NO implique l’oxydation de la portion terminale guanidine-azote
de son précurseur, la L-arginine (Palmer et aÏ., 1998), par une famille d’enzymes
appelées monoxyde d’azote synthétase (NOS). Trois isoformes de cette enzyme ont été
identifiés, chacun encodé par un gène différent. L’isoforme NOS 2 (ou inductible NOS
Figure 1 Synthèse et actions au niveau du muscle lisse vasculaire sous-jacent des facteurs relaxants
dépendants de l’endothélium.
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[iNOS]), indépendant du calcium, fut la première forme caractérisée (Bredt et aÏ., 1991).
iNOS a initialement été découverte au niveau des macrophages, alors qu’il est maintenant
prouvé qu’elle peut être exprimée au niveau de presque tous les types cellulaires suite à
une stimulation appropriée: cellules inflammatoires infiltrantes, cellules endothéliales
des microvaisseaux coronaires et de l’endocarde, CML vasculaires coronariennes et
fibroblastes (SchuÏz et al., 1992 ; Smith et al., 1993 ; Shindo et al., 1994 ; Baïtigand et aï.,
1994; Baltigand et aÏ., 1995). Cet isoforme de l’enzyme est biosynthétisé seulement
après une stimulation par des médiateurs inflammatoires, tels les cytokines et les
lipopolysaccharides (Berges et aÏ., 2003). Son expression dans les macrophages mène à
la suppression de la réplication virale ainsi qu’à sa réactivation (Karupiah et cxl., 1993),
en plus de favoriser l’activité bactéricide (Facelti et at.,1995). D’autres actions
bénéfiques relatives à l’activation de la iNOS, induites par l’action du NO., incluent la
cytoprotection, la diminution de l’adhésion leucocytaire, de l’activité anti-plaquettaire et
de la perméabilité vasculaire ainsi que l’activité antioxydante (Shah eMacCarthy, 2000).
Étant constitutivement exprimés et régulés par la présence de calcium cytosolique,
les isoformes NOS I (ou neuronale NOS [nNOS]) et NOS 3 (ou endothéliale NOS
EeNOS]) ont initialement été trouvés dans les tissus nerveux et dans l’endothélium
respectivement, et ensuite dans différents types cellulaires (Shah et MacCarthy, 2000).
La nNOS est présente majoritairement dans les nerfs, les cellules ganglionnaires et dans
les tissus de conduction (Andries et al., 1998). La eNOS est exprimée dans l’endothélium
au niveau du système cardiovasculaire (Urseti et Mayes, 1995) et de manière hétérogène
quant à sa localisation subcellulaire (Schuiz et al., 1991).
L’activation de la eNOS peut survenir selon deux mécanismes bien distincts
dépendant du mode d’activation des cellules endothéliales. Suite à une augmentation des
forces de cisaillement, provoquée par l’écoulement de sang le long des parois vasculaires,
un processus de phosphorylation dépendant de la protéine kinase Œ-sérine/thréonine (Akt)
est responsable de l’activation de la eNOS et subséquemment de l’augmentation de NO.
(Dimmier et aL, 1999). D’un autre côté, une variété de substances endogènes peuvent
interagir avec leur récepteur respectif situé à la surface des CE. Ces agonistes se lient aux
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récepteurs couplés aux protéines Gi (récepteurs 5-HTi, ETB, Œ2 adrénergique) qui sont
sensibles à la toxine de la coqueluche ou aux récepteurs couplés aux protéines Gq
(récepteurs des kinines et purinergiques) et ils provoquent une augmentation des
concentrations cytosoliques de calcium (Boulanger et Vanhoutte, 1997).
La liaison à la calmoduline (CaM) par les NOS endothéliale et neuronale est
dépendante de la concentration intracellulaire de calcium (Ca). La production de NO.
par la forme endothéliale est négativement régulée par l’interaction de cette dernière avec
les protéines membranaires des cavéoles, les cavéolines 1 et 3 (CaV-1 et -3), retrouvées
respectivement dans les cellules endothéliales et les cardiomyocytes (feron et aÏ., 1996).
Dans les CE, lorsque la concentration de Ca intracellulaire augmente suite à la liaison
d’un agoniste à son récepteur, un cycle de régulation est initié 1) la liaison du complexe
Ca/CaM à la eNOS active cette dernière et lui permet de se dissocier du complexe
hétérodimérique qu’elle forme avec la CaV-1 ; 2) la eNOS activée est transportée hors
des cavéoles où elle forme le NO. ; 3) lorsque la concentration de Ca retourne aux
valeurs de base, la eNOS peut s’associer de nouveau avec la CaV-1 ; 4) le complexe
inhibiteur retourne finalement vers les cavéoles (Feron et aÏ., 1998). À l’opposé des
cavéolines, la protéine chaperonne Hsp9O s’associe avec la eNOS et elle stimule les
fonctions catalytiques de l’enzyme en stabilisant la liaison à la CaM par le changement
des sites de phosphorylation, ce qui augmente la production de NO. (Figure 2) (Garcia
Cardena et al., 199$).
Pour l’activation complète de la eNOS, qui permet la catalyse de l’acide aminé L
arginine en L-citmlline et NO., la présence d’oxygène, de nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate réduit (NADPH) ainsi que des cofacteurs flavine
adéninedinucléotide (FAD), flavine mononucléotide (FMN) et BI-14 est nécessaire
(Boulanger et Vanhoutte, 1997) (Figure 1). De plus, la BI-14 n’agit pas seulement à titre
de cofacteur pour la eNOS, mais elle est requise pour le maintien de la stabilité
structurelle et fonctionnelle de l’enzyme (Shah etMacCarthy, 2000).
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La relaxation des CML vasculaires par le NO. implique la stimulation de la GCs,
et conséquemment, l’augmentation de la formation de GMPc à partir du GTP (guanosine
3 ‘5-triphosphate) (Rapoport et Murad, 1983). Le GMPc active une protéine kinase
dépendante du GMPc qui induit l’augmentation de la sortie de calcium du cytosol des
CML, de la capture de calcium dans les réservoirs intracellulaires et de la
déphosphoiylation de la chaîne légère de la myosine, menant à l’inhibition de l’appareil
contractile (Kung et Liischer, 1995 ; Kûng et ciL, 1995). De plus, la protéine kinase
dépendante du GIvPc phosphoryle les canaux potassiques pour induire une
hyperpolarisation et ainsi inhiber la vasoconstriction (Lincoin et aÏ., 1994).
Le NO. est libéré majoritairement vers le muscle lisse vasculaire sous-jacent pour
induire la relaxation mais également l’inhibition de la prolifération et la migration des
CML (Scott-Burden e! Vanhoutte, 1993 ; Scott-Burden et Vanhoutte, 1994). Une faible
partie de cet EDRF migre vers la circulation sanguine, où il interagit avec certains
composants circulants. Ainsi, le NO. est responsable de l’inhibition de l’oxydation des
lipoprotéines de faible densité (Vanhoutte et aÏ., 1997) et, au niveau des plaquettes,
Figure 2 : Dépendance des cavéoles dans le mécanisme d’activation de la eNOS
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l’augmentation de GMPc est associée à une diminution de l’adhésion et de l’agrégation
(Ruschitzka et aÏ., 1997). Finalement, l’inhibition de la synthèse d’endothéline et de
l’expression des molécules d’adhésion à la surface endothéliale est aussi régie par le NO.
(Figure 3) (Vanhoutte et ai, 1997).
La dysfonction endothéliale des artères coronaires épicardiques en présence d’une
HVG, se manifeste par une altération de la relaxation induite par une augmentation de la
vasoconstriction et/ou une diminution de la biodisponibilité du NO. malgré la
préservation de l’expression de la eNOS (Malo et aÏ., 2003). Deux mécanismes
impliquant une augmentation des ERO peuvent expliquer la diminution de l’action du
NO.: 1) le découplage de la eNOS par diminution de la disponibilité de la BH4 et/ou de
la L-arginine, induisant ainsi une génération des ERO plutôt que du NO., et 2)
l’augmentation de l’expression de la NADPH oxydase endothéliale non phagocytaire,
enzyme impliquée dans la formation des ERO, tel O2 (Harrison DG, 1997). MacCarthy
Figure 3: Multiples effets du monoxyde d’azote au niveau de la lumière vasculaire, des cellules
musculaires sous-jacentes et des cellules endothéliales.
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et al (2001) ont démontré que la génération de •02 par la NADPH oxydase contribue à la
dysfonction endothéliale cardiaque observée dans le myocarde hypertrophié de cobayes
avec un cerclage aortique abdominal suprarénal (MacCarthy et al., 2001). De plus, Malo
et al (2003) ont prouvé qu’un traitement antioxydant combiné à un supplément de BH4
renverse la dysfonction endothéliale des artères coronaires épicardiques dans un modèle
porcin d’HVG, suggérant également la participation des ERO au niveau vasculaire (Malo
et al., 2003’). Ainsi, l’augmentation de la formation de •02 augmente la concentration
du puissant oxydant 0N00, formé par l’interaction extrêmement rapide et irréversible
entre le NO. et •02, inhibant ainsi le rôle physiologique du NO.. De plus,
l’augmentation des ERO peut causer un découplage fonctionnel du complexe protéine G-
récepteur menant à une perturbation de la transduction normale de la signalisation dans
les CE (ftavahan et Vanhoutte, 1995) et contribuant ainsi à la dysfonction endothéliale.
Prostacyc]ine
La synthèse de la P012 dépend d’une augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium (Parsaee et aï., 1992 ; White et Martin, 1989), survenant
subséquemment à une stimulation endothéliale par les forces de cisaillement, par
l’hypoxie et par plusieurs médiateurs communs au NO. (Vanhoutte et al., 1997). Le
prostanoïde vasodilatateur est formé suite à l’activation chronologique de la
phospholipase A2, de la cyclooxygénase (COX; également nommée prostaglandine H2
[PGH2J synthétase) et de la prostacycline synthétase (Figure 1). La PGI2 est générée de
manière prédominante au niveau des CE (de 10 à 20 fois davantage) (Eldor et aï., 1981)
et de façon moindre dans la média et l’adventice (Moncada et Vane, 1979).
L’augmentation de la synthèse endothéliale est due à la capacité de l’endothélium de
générer une quantité 20 fois supérieure de P0142 (le précurseur de la PGI2), alors que les
concentrations de POT2 synthétase sont identiques dans les CE et CML (De Witt et al.,
1983). Cette augmentation est liée à une concentration plus élevée de PGH2 synthétase au
niveau des CE (Eldor et aï., 1981).
12
L’action de la prostacycline au niveau des CML sous-jacentes dépend d’un
récepteur spécifique (IP), contrairement au NO. qui lui diffuse à travers la bicouche
lipidique sans la participation d’une protéine membranaire. Ainsi, le potentiel vasoactif
de ce dérivé de l’acide arachidonique est limité au niveau des lits vasculaires qui
expriment ce récepteur (Halushka et al., 1989 ; Coteman et aL, 1994). Ce dernier est
couplé à l’adénylate cyclase tAC), une enzyme responsable de la conversion de l’ATP en
adénosine monophosphate cyclique (AIvWc) (Kukovetz et al., 1979). Ce second messager
agit en ouvrant les canaux potassiques sensibles à l’ATP (Ribalet et al., 1989), entraînant
ainsi une hyperpolarisation de la membrane et une relaxation subséquente du muscle lisse
vasculaire. De plus, l’AMPc est responsable de la sortie de Ca du cytosol dans les
CML, inhibant ainsi la machine contractile (Bukoski et al., 1989 ; Abe et Karaki, 1992).
L’induction d’une vasorelaxation ne représente cependant pas l’action biologique de
prime importance de la PGI2. De fait, dans la plupart des vaisseaux sanguins, la
contribution de la prostacycline aux relaxations dépendantes de I’endothélium est
négligeable et son effet est essentiellement synergique à celui du NO..
La PGI2 possède deux actions prédominantes l’inhibition de l’agrégation
plaquettaire (en synergie avec le NO.) (Radomski et al., 1987) et la stimulation de la
libération de NO. des CE (Shimokawa et ai., 1988). D’une manière complémentaire, le
NO. potentialise l’action de la PGI2 dans les CML (Delpy et ai., 1996). De fait,
l’augmentation de GMPc au niveau des cellules cibles inhibe la phosphodiestérase III qui
dégrade l’AIVWc (Weigert et al., 1994). Ainsi, le NO. prolonge indirectement la demi-
vie du second messager de la PGI2.
Facteur hyperpolarisant dépendant de l’endothélium/hyperpolarisation
dépendante de J’endothélium (EDH(F))
Dans de nombreuses artères de calibre moyen et de résistance, des études
électrophysiologiques ont établi que l’hyperpolarisation dépendante de l’endothélium des
CML est résistante à la combinaison de l’inhibition de la eNOS et de la COX (Feletou et
Vanhoutte, 1996). Cette induction de la relaxation peut alors être attribuée à deux
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mécanismes généraux bien distincts: un mécanisme de contact et un de diffusion
(Sandow SL, 2004). En fait, les bases moléculaires de cette relaxation restent obscures
car leur nature et leurs mécanismes semblent varier selon les lits vasculaires étudiés, ainsi
qu’entre les espèces, races, sexes et durant le développement, le vieillissement et la
maladie (McGuire et al., 2001 ; Campbett et Gauthier, 2002 ; Ding et TriggÏe, 2003).
Indépendamment du mécanisme impliqué dans l’activité du EDH(f), physique ou
électrique, il est établi que son action est dépendante de la libération de Ca
intracellulaire. Ainsi, l’activation de récepteurs et/ou l’application d’un stimulus
physique, telles les forces de cisaillement, résulte en une augmentation de Ca à
l’intérieur des CE (McGuire et al., 2001 ; Grfflth 7M 2004; Fuis et Triggle, 2004).
Subséquemment, il en résulte une activation des canaux potassiques sensibles au Ca
(Kca), de conductance faible et intermédiaire, localisés au niveau des CE (MeGuire et aï.,
2001). Cette activation des canaux conduit à l’hyperpolarisation de I’endothélium,
ensuite transmise aux CML sous-jacentes par des jonctions hétérocellulaires (McGuire et
al., 2001). D’un autre côté, cette augmentation intracellulaire calcique peut mener à la
libération d’un EDHF, transmis vers les CML par un mécanisme de diffusion (Campbelt
et Gauthier, 2002).
Les facteurs diffusibles proposés à ce jour incluent les ions potassiques
(hypothèse du nuage de potassium) (Busse et al., 2002), l’acide époxyécosatriénoïque
(ÏÏ,12-EET ; un métabolite du cytochrome P450 2C$/9) (fissthaïer et aÏ., 1999), le H202
(McGuire et al., 2001; Campbelï et Gauthier, 2002), le peptide natriurétique de type C
(CNP) (Chauhan et ai., 2003), ainsi que les S-nitrosothiols (Batenburg et ai., 2004)
(Figure 1). Plusieurs études appuient ou contredisent tour à tour chacun de ces facteurs
mentionnés pour candidat au titre de EDHF. Par contre, chacun pourrait participer à la
modulation des jonctions hétérocellulaires, favorisant ainsi la transmission d’une
hyperpolarisation dépendante de l’endothélium vers les CML sous-jacentes (Sandow SL,
2004). Bien que l’hypothèse de l’implication des jonctions hétérocellulaires entre les CE
et les CML semble être favorisée, elle demeure toutefois une spéculation.
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La contribution de l’hyperpolarisation aux relaxations dépendantes de
l’endothélium varie selon le diamètre des artères (Nagao et aÏ., 1992) et elle semble être
plus marquée au niveau des artères de résistance. Dans les vaisseaux de conductance, les
médiateurs NO. et EDH(F) peuvent contribuer aux relaxations dépendantes de
l’endothélium; par contre le rôle du NO. prédomine lors de conditions normales.
Lorsque la synthèse de NO. est inhibée dans ces artères, l’EDH(F) a la capacité d’induire
des relaxations pratiquement normales (Komozi et Vanhoutte, 1990).
Facteurs contractants dérivés de l’endothélium
Lors de certaines conditions, l’endothélium peut initier une vasoconstriction du
muscle vasculaire lisse sous-jacent ; celle-ci s’explique par le retrait des EDRFs ou par la
diffusion d’EDCfs. Ainsi, selon le stimulus, l’endothélium peut être la source de
substances diffusibles qui induisent une vasoconstriction. Celles-ci incluent les
composantes du système rénine-angiotensine (SRA), l’endothéline-l, les prostanoïdes
vasoconstricteurs comme la thromboxane A2 (TXA2) et la prostaglandine H2 ainsi que les
radicaux libres.
Angiotensine II (Ang II)
L’Ang II, composante active du SRA, est produite par le système classique ou
rénal ou localement par la voie tissulaire. Dans la voie classique, la rénine circulante
dérivée des reins clive l’angiotensinogène hépatique à son extrémité N-terminale afin de
former l’angiotensine I. Cette dernière est convertie, au niveau des poumons, en Ang II
par l’enzyme de conversion de l’angiotensïne (ECA) (Skeggs et al., 1967 ; Dorer et aï.,
1972). L’Ang I peut également être transformée en I’heptapeptide Ang-(1-7) par un
mécanisme indépendant de l’ECA, soit par l’action de trois endopeptidases tissulaires
neutres (NEP): NEP 24.11, NEP 24.15 et NEP 24.26 (Ferrarlo et al., 1997). La
découverte de tous les composés du SRA au niveau vasculaire, à l’exception de la rénine
qui provient probablement de la circulation, a réorienté la vision du système classique
vers un système tissulaire propre. L’ECA se trouve en grande concentration au niveau de
l’adventice, aussi bien que dans les CML et CE en culture (Dzau .j, 1989 ; Ekker et aï.,
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1989; NaftiÏan AJ 1994). Cette enzyme contribue également à la vasorégulation au
niveau endothélial par la dégradation de la bradykinine en un fragment inactif (Dzau Vi,
1989’; Caldwell et aÏ., 1976)). Les NBP sont également retrouvées au niveau endothélial
et du muscle lisse vasculaire (Roques et al., 1993).
Quatre sous-types de récepteurs ont été identifiés pour l’Ang II, les deux
principaux étant les récepteurs AT, et AI2. Le troisième, AT3 ou non-AT, et non-AT2, a
été identifié dans les cellules neuronales en culture mais son existence demeure
controversée (Wright et Harding, 1994). Finalement, le sous-type AT4 a été identifié
dans le cerveau et les reins, et est il absent des tissus cardiovasculaires, à l’exception des
cellules endothéliales bovines ( Wagenaar et aÏ., 2002 ; Hall et aï., 1995).
Les récepteurs de l’Ang II sont présents au niveau endothélial dans plusieurs lits
vasculaires. L’activation du récepteur endothélial de type 1 (AT,), couplé à la
phospholipase C, induit une augmentation de la concentration intracellulaire de Ca
menant à la synthèse et à la sécrétion de NO. et de PGI2. Ainsi, ces deux facteurs
vasodilatateurs antagonisent l’action vasoconstrictrice directe du peptide (Fueyo et al.,
199$). L’activation des récepteurs de type 2 (AT2) et de l’Ang (1-7) mène aux
relaxations dépendantes de l’endothélium dues à la BK (Seyedi et aÏ., 1995 ; Li et al.,
1997; GohÏke et aï., 1998). Les récepteurs AT2 sont sollicités par une augmentation
prononcée d’Ang II, suite à une inhibition pharmacologique du sous-type AT, (Gohlke et
aÏ., 1998).
L’Ang II est un peptide qui exerce de nombreuses actions sur le muscle lisse
vasculaire, majoritairement par la stimulation des récepteurs AI1 qui jouent sur la
modulation du tonus vasomoteur (vasoconstriction), la régulation de la croissance
cellulaire, la migration cellulaire, la déposition de matrice extracellulaire et la stimulation
de l’inflammation (Allen et aÏ., 2000). L’Ang II induit l’expression de facteurs de
croissance tels le facteur de croissance dérivé des plaquettes et le facteur de croissance
basique des fibroblastes et elle stimule la production du facteur de transformation de la
croissance 131 qui module la prolifération des CML (Gibbons GH, 1997). Le sous-type
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AT2, exprimé au niveau des CML, inhibe l’effet de promotion de la prolifération et de
l’hypertrophie induit par le Sous-type 1 et il favorise l’apoptose (SiraKv HM 2000).
L’Ang II joue donc un rôle fondamental dans le contrôle de l’intégrité
fonctionnelle et structurelle de la paroi artérielle et elle peut être importante dans les
processus physiologiques de régulation de la pression sanguine et dans les mécanismes
pathologiques impliqués dans le développement de maladies vasculaires (Touyz et
Schffrin, 2000). De fait, l’Ang II contribue à la pathogénèse de différentes formes
d’hypertension, elle est un facteur important de l’athérogénèse et elle contribue aux
pathologies cardiovasculaires en induisant le stress oxydatif et la dysfonction endothéliale
(Farmer et Torre-Amione, 2001). En fait, l’activité de la NAD(P)H oxydase endothéliale
(Rey et aÏ., 2002) et musculaire (Touyz et aÏ., 2002), sources importantes de •02, est
augmentée par l’Ang II via l’activation du récepteur AT1 (Griendiing et aÏ., 1994) et ce, à
des concentrations qui augmentent ou non la pression sanguine (Rajagopalan et aï.,
1996). Ceci a été démontré in vitro (Griendiing et al., 1994) ainsi qu’in vivo suite à un
cerclage aortique chez le rat Sprague-Dawley (Bouloumié et aC, 1997). L’anion
superoxyde interagit rapidement avec le NO., réduisant ainsi sa biodisponibilité et les
relaxations dépendantes de l’endothélium qui en découlent, menant à la dysfonction
endothéliale.
Endothéline-1
L’endothéline- 1, peptide constitué de 21 acides aminés, provient d’une famille qui
compte trois membres: ET-1, ET-2 et ET-3. Chaque isoforme est le produit de gènes
différents qui codent l’ARNm du précurseur protéinique. L’expression de l’ARNm (acide
ribonucléique messager) du peptide ET-1 est stimulée par l’hypoxie, la thrombine,
l’interleukine-l, les facteurs de croissance, l’Ang II, les produits plaquettaires et les
neurohormones telles la vasopressine et les catécolamines. Tous ces facteurs provoquent
une augmentation de la concentration intracellulaire endothéliale de Ca, favorisant le
processus de synthèse du peptide (Ltischer et ai., 1996). La transcription de l’ARNm
génère la pré-pro-ET, qui est par la suite convertie en big-ET par des endopeptidases; la
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conversion de la big-ET en un peptide mature par l’enzyme de conversion de
l’endothéline (ECE) est nécessaire pour le développement d’une activité vasculaire
complète de PET-l (Levin ER, 1995).
L’ET-l est la seule forme produite au niveau endothélial, via la participation de
l’ECE la (Levin ER, 1995). Deux récepteurs distincts de PET- 1, couplés aux protéines G,
ont été identifiés: ETA et ETB. Puisque ce dernier sous-type est exprimé à la surface
endothéliale et qu’il est impliqué dans la formation de NO. et de PGI2, l’ET- 1 peut
induire une vasodilatation à de faibles concentrations. En revanche, cette induction de la
relaxation est contrebalancée à de hautes concentrations tissulaires, par la stimulation des
deux sous-types de récepteurs sur les CML et par l’accumulation musculaire subséquente
de Ca intracellulaire (Figure 4) (Liischer et Barton, 1997). LET- I est le plus puissant
vasoconstricteur connu à ce jour et sa production relativement lente suggère une
implication dans la régulation du tonus à long terme plutôt que lors d’une réponse aiguê.
En plus de cet effet vasoactif, la liaison de l’ET-l aux récepteurs des CML est
responsable de la prolifération de ces cellules par l’action de la protéine kinase C (Hirata
etal., 1989).
Figure 4 : Signalisation intracellulaire suite à la liaison de l’endothéline-l à ses deux récepteurs
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Au niveau endothélial, la production de lET-1 est inhibée par la production basale
et stimulée de NO. (Luscher et al., 1996 ; Levin ER, 1995 ; Luscher et Barton, 1997;
Hirata et aÏ., 1989 ; Mazaki I, 1995). Ainsi, la participation de lET-1 dans le maintien
de l’homéostasie vasculaire en condition normale est mineure, suggérant plutôt un rôle
lors de pathologies (Vanhoutte FM 1994). De fait, l’ET-l est présente en faible
concentration chez les sujets sains alors que sa concentration est augmentée dans
l’hypertension pulmonaire, l’insuffisance cardiaque et les maladies des artères coronaires.
Ainsi, lorsque l’endothélium perd sa capacité de générer des EDRFs tel le NO., ce
peptide peut être produit en quantités suffisantes pour contribuer à la progression des
maladies cardiovasculaires (Vanhoutte PM 2000). Ceci a été démontré dans un modèle
d’HVG secondaire à un cerclage aortique chez le porc, alors que la dysfonction
endothéliale s’accompagne d’une diminution de la quantité de NO. (Malo et cil., 2003),
d’une augmentation de la concentration d’ET-l circulante et d’une augmentation de la
contraction engendrée par 1’ET-l au niveau des artères coronaires épicardiques
(Desjardins et aÏ., 2005).
Prostanoïdes vasoconstricteurs
L’endothélium est la source de deux prostanoïdes vasconstricteurs, la TXA2 et la
PGH2. Cette dernière, précurseur de tous les prostanoïdes, dérive de l’acide
arachidonique suite à l’action de la COX-1 (expression constitutive) et de la COX-2
(expression induite). Par la suite, la thromboxane synthétase métabolise la prostaglandine
en TXA2; cette voie est active principalement au niveau des plaquettes et de façon
moindre au niveau des CE (Moncada et Vane, 1979). Les deux molécules exercent leur
action vasoconstrictrice sur les CIVIL par leur liaison aux récepteurs
thromboxane/endoperoxyde, entraînant une diminution de la concentration intracellulaire
d’AIvIPc. Ainsi, les prostanoïdes antagonisent l’action vasodilatatrice de la PGI2
(Halushka et al., 1989). En plus de cette voie de modulation du tonus vasculaire, la COX
représente la source d’un second mécanisme de contraction. Les •02 sont produits en
partie par un mécanisme dépendant de la COX et ils agissent au niveau des CML en
induisant une contraction directe ou indirecte en inactivant le NO. (Katusic et Vanhoutte,
1989) (voir page 22).
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En condition normale, la prostacycline constitue le métabolite principal de l’acide
arachidonique qui est généré par la voie dépendante de la COX (Moncada et Vane, 1979).
Ainsi, l’influence des petites quantités de prostanoïdes vasoconstricteurs libérés par
l’endothélium est masquée par la production de NO., de PGI2 et d’EDH(F) (Mombouli et
Vanhoutte, 1999). Par contre, au niveau de l’aorte des rats spontanément hypertendus, les
relaxations dépendantes de l’endothélium induites par l’ACh sont diminuées par la
libération concomitante des facteurs contractants dépendants de la COX (Luscher et
Vanhoutte, 1986). Cette altération de la vasodilatation à l’ACh est aussi observée au
niveau de l’avant-bras des patients qui souffrent d’une hypertension essentielle, chez qui
l’administration d’un inhibiteur de la COX restaure une réponse normale (Taddei et al.,
1993)..
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Chapitre Troisième
Espèces réactives oxygénées (ERO)
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Au cours du métabolisme aérobique normal, l’oxygène est soumis à une série de
processus d’oxydo-réduction menant à la production de l’eau (Kodja et Harrison, 1999).
Au cours de cette conversion, il y a constitution d’intermédiaires appelés espèces
réactives oxygénées; leur formation implique un mécanisme fondamental de retrait
(oxydation) ou d’ajout d’un électron (réduction) suite à la participation d’un des multiples
systèmes enzymatiques prooxydants. Ces molécules réactives d’oxygène existent en
faibles concentrations en condition physiologique puisqu’elles sont hautement contrôlées
par des systèmes antioxydants, enzymatiques ou non-enzymatiques (Berges et aÏ., 2003).
Le stress oxydatif observé dans de nombreuses pathologies, survient lorsque les
concentrations excessives des ERO générées surpassent la capacité de neutralisation des
antioxydants. Les ERO, participants de l’homéostasie vasculaire, sont des entités
chimiques divisées en deux groupes : les radicaux libres qui possèdent un électron libre
au niveau de leur orbite externe (‘02, radical hydroxyl [OH.J et NO. [voir le chapitre
deuxièmeJ) et les dérivés non-radicalaires (H202 et ONOO-) (Berges et aÏ., 2003 ; Kodja
et Harrison, 1999).
Molécules
Anion superoxyde
L’anion superoxyde est formé au niveau de toutes les couches de la paroi
vasculaire (Griendiing et al., 1994; Touyz et Schffrin, 1999; Fagano et aÏ., 1997;
Rueckschloss et aï., 2002) et il constitue le précurseur commun des autres ERO. La
principale source vasculaire de ce radical est une oxydase liée à la membrane qui utilise
le NADH (nicotinamide adénine dinucléotide réduit) ou le NADPH (nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate réduit) comme substrat pour le don d’un électron à
l’oxygène moléculaire (Mohazzab et aÏ., 1994) (voir page 30). L’anion possède une
solubilité lipidique très limitée due à sa charge négative, rendant son passage possible
vers les autres cellules seulement par la participation de canaux anioniques ; il agit ainsi
de manière presque exclusive au niveau des cibles proximales situées dans le
compartiment où il est généré (Cal et al., 2003). Le •02 est une molécule très instable
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qui est convertie en l’espace de quelques nanosecondes en H202 par l’enzyme
antioxydante superoxyde dismutase (SOD; voir page 34) ou en 0N00 suite à une
interaction avec le NO. (Figure 5). En condition physiologique, la réaction prédominante
est Ï’inactivation par la SOD; lorsque le NO. et le •02 sont en excès, dans certaines
conditions pathologiques, une quantité significative de •O2 peut être utilisée pour générer
le puissant oxydant ONOOE (Hayashi et al., 2001).
e- SOD
202 2.O
NO.\
ONOO
Figure 5: formation et conversion de l’anion superoxyde
Peroxyde d’hydrogène
Le peroxyde d’hydrogène provient majoritairement de la réaction de catalyse de
•O2 par la SOD; cette voie est favorisée en condition physiologique lorsque la
concentration de •02 est faible et celle de la SOD est normale, c’est-à-dire élevée. Par
ailleurs, le H202 peut également être généré spontanément par la xanthine oxydase (XO)
et la glucose oxydase, via un processus de don direct de deux électrons à l’oxygène sans
formation intermédiaire de •O2 (Cal et al., 2003) (Figure 6). Le H2O2 est une espèce
réactive oxygénée non chargée qui, contrairement à l’anion superoxyde et au
peroxynitrite, est suffisamment stable pour diffuser d’une cellule à l’autre et initier des
évènements spécifiques de signalisation (Cal et aÏ., 2003). À titre d’exemple, il a
récemment été suggéré que le H2O2 pouvait agir en tant que EDFW, libéré par les CE
pour porter son action sur les CML vasculaires au niveau des canaux de large
conductance dépendants du calcium (McGuire et aÏ., 2001; Campbell et Gauthier, 2002).
De plus, grâce à son action paracrine, le H202 peut réguler l’activité de plusieurs enzymes
essentielles pour la libération de calcium, la croissance des CIVIL vasculaires (à de faibles
concentrations, 40 nM) et l’apoptose (à de fortes concentrations) (GriendÏing et ai.,
2000).
23
Dans les systèmes biologiques, le 14202 peut être neutralisé par deux systèmes
enzymatiques distincts, la CAT et la glutathion peroxydase (GPx). La GPx utilise le
glutathion réduit pour convertir 14202 en eau, alors que la CAT agit sans la présence de
cofacteur pour former également de l’eau (Harnilton et al., 2004). D’un autre côté, le
14202 peut également être métabolisé par les myéloperoxydases pour former l’acide
hypochlorique ou il peut interagir avec des métaux de transition réduits afin d’être
converti en .OH, un radical libre hautement réactif (Tantyama et Griendiing, 2003).
202
7 NX0/
‘NQucose oxydase
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/\\X
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Figure 6: Formation et conversion du peroxyde d’hydrogène
Peroxynitrite
La formation biologique du ONOO- est principalement due à la réaction
excessivement rapide (6,7 x i0 .Mlsec) de deux radicaux, le NO. et Je 02 (Gotdstein
et Czapski, 1995). Cette réaction survient selon un ratio 1 :1 et elle génère une espèce
réactive azotée non radicalaire puisque l’interaction des deux électrons libres induit la
formation d’un pont et donc, leur neutralisation (Fiyor et Squadrito, 1995). À pH
physiologique, ONOO- peut gagner un proton pour former l’acide peroxynîtrique
(ONOOH). Cette molécule instable possède une demi-vie inférieure à 1 seconde
(Beckman et aÏ., 1990) et elle est décomposée en un puissant oxydant, similaire à l’.OH
d’un point de vue réactivité ainsi qu’en dioxyde d’azote qui possède également un
puissant potentiel cytotoxique (Beckînan et aÏ., 1990; Yang et aÏ., 1992).
•02 + NO. ONOO- + H 4* ONOOH «.014» + NO2.
(Winterboum CC, 1979)
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Ainsi, le ONOO- exerce ses effets par différents types de réaction qui peuvent être
classifiés en trois principaux groupes: 1) suite au clivage homolytique de ONOOH, par la
génération de puissants oxydants, 2) en réagissant avec le dioxyde de carbone, pour
former davantage de radicaux libres nocifs (Squadrito et Fiyor, 1998) et, 3) en agissant
directement au niveau de ses cibles. De fait, le ONOO- est reconnu principalement pour
son puissant pouvoir oxydant, caractéristique associée à des effets délétères lorsqu’il est
en concentration élevée. Par contre, l’oxydation par le ONOO- peut également être
bénéfique lorsqu’il est généré par les neutrophiles, les macrophages et les cellules
infectées lors de la défense de l’hôte contre une invasion bactérienne (McGafferty Dli,
2000). Cependant, la plupart des effets causés par cette ERO sont néfastes pour la cellule
et ses constituants. Entre autres, le peroxynitrite est toxique lors de processus
inflammatoires en oxydant divers composants biologiques, incluant les lipides, les acides
aminés et les nucléotides (Hamitton et al., 2004 ; Beckman et Koppenol, 1996). De plus,
il peut causer le bris des brins d’ADN (acide désoxyribonucléique), est génotoxique ainsi
que mutagénique (Saïgo et fiyor, 1996). Le peroxynitrite peut également oxyder
rapidement plusieurs composés qui possèdent des propriétés antioxydantes, incluant le
glutathion, la cystéine et la méthionine (Squadrito et Pryor, 1998’). finalement, au
niveau de la membrane cellulaire, la peroxydation des lipides peut augmenter la fluidité
de la membrane, facilitant le passage des phospholipides entre les couches lipidiques
externe et interne, augmentant ainsi la fragilité de la membrane en plus d’inactiver les
enzymes liées à celle-ci (Vergnani et al., 2000).
Le ONOO- possède également une action importante au niveau de la régulation
du tonus vasculaire, étant responsable de l’oxydation de la BI-14 qui est un cofacteur
nécessaire pour l’activité de la eNOS (Muistien et Katusic, 1999). Un cercle vicieux se
trouve créé puisque, suite à la diminution de la biodisponibilité du cofacteur, la eNOS est
fonctionnellement découplée: l’enzyme génère davantage de •02 et ultérieurement de
ONOO-, aux dépens du NO.. Ainsi, la production de ONOO- est associée à une
diminution majeure de la production de NO. par une oxydation de la BI-14 et de sa
biodisponibilité par une interaction avec le O2. Il en résulte donc une diminution de la
relaxation dépendante de l’endothélium ainsi qu’une augmentation de l’agrégation
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plaquettaire et de la prolifération des CML vasculaires (White et al., 1994). Le ONOO
inactive également la prostacycline synthétase, diminuant la vasorelaxation par ce
troisième mécanisme (Zou et aÏ., 1997 ; Zou et al., 2002). De plus, puisque la PGH2 non
métabolisée en PGI2 peut agir au niveau des récepteurs TXAaIPGH2 des CML, il se
produit une augmentation de la vasoconstriction (Hink et ai., 2003).
La réaction entre le •02 et le NO. en condition physiologique n’induit pas la
formation d’une quantité suffisante de ONOO- pour exercer un effet significatif au
niveau vasculaire : 1) la concentration circulante de NO. en condition basale est
relativement basse, 2) une concentration équimolaire de superoxyde est requise pour la
génération du ONOO- et 3) la courte demi-vie du ONOO- à pH physiologique prévient
l’accumulation tissulaire, limite la distance de diffusion et réduit l’interaction avec les
molécules biologiques (Nossuli et ai., 1997). Par contre, en condition de stress oxydatif,
tel que dans l’hypertension, l’hypercholestérolémie et les moments précoces de
reperfiision suite à une iscliémie, le •02 et le NO. sont générés en quantité supérieure
aux niveaux de base, favorisant ainsi la production significative de ONOO- et l’induction
des effets oxydatifs mentionnés précédemment (Ronson et aL, 1999).
Radical hydroxyl
Le OH., molécule extrêmement réactive et hautement instable, peut être formé à
partir de H2O2 selon deux réactions bien distinctes:
1) En présence de métaux de transition divalents, spécialement le fer et le cuivre
2e(Fe2) + H202 Fe3 + OH. + OH- (Réaction de fenton)
(Fenton H, 1894)
2) En entrant en contact avec l’anion superoxyde
•02 + H2O2 02 + H20 + OH’ (Réaction d’Haber-Weiss)
(Haber et Weiss, 1934)
En condition physiologique, cette puissante ERO est produite en quantité négligeable
(Josephson et al., 1991). Par contre, le OH. est généré significativement lors d’un état
pathologique où les deux substrats sont présents en grande quantité. Il contribue alors
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localement à l’oxydation des chaînes d’acide gras insaturées et au dommage cellulaire par
la peroxydation des lipides et le bris des brins d’ADN (ImÏay et al., 198$). De plus, au
niveau vasculaire, le radical OH. peut catalyser la production de prostanoïdes
vascocontricteurs (Auch-Schwelk et al., 1989).
En présence d’HVG, une augmentation de la production des ERO est responsable
d’une dysfonction endothéliale du ventricule gauche (MacCarthy et al., 2001). Suite à
cette observation, Nakagami et al. (2003) ont démontré que, conséquemment à
l’activation de la NAD(P)H oxydase par l’Ang II, l’hypertrophie cardiaque est le résultat
de l’action de •02 plutôt que de celle de H202 (Nakagami et aÏ., 2003) . Au niveau
vasculaire, des expériences faites sur un modèle d’HVG secondaire à un cerclage aortique
suprarénal ont démontré qu’une augmentation seule de •02 n’est pas associée à une
diminution de la réponse endothéliale. De fait, ce serait plutôt le ONOO-, produit
d’interaction du •02 et du •NO, qui serait la source de la diminution des relaxations
dépendantes de l’endothélium (Boutoumié et al., 1997).
Sources des ERO
Les cellules inflammatoires, tels les macrophages et les neutrophiles, utilisent la
production des ERO pour la défense de l’hôte. Ces cellules génèrent et libèrent de
grandes quantités toxiques de •02 et de H202 via leurs myéloperoxydases en réponse aux
organismes envahisseurs (McGafferty DM 2000). Ce système leucocytaire, en plus des
enzymes impliquées dans le métabolisme de l’AA (COX, PGH2 synthétase et
lipoxygénase) (Kukreja et aÏ., 1986) représente des sources additionnelles bien que
minoritaires de génération des ERO dans le système cardiovasculaire. Les principales
sources enzymatiques des ERO sont localisées au niveau de la mitochondrie
(cytochromes de la chaîne respiratoire et monoamines oxydases mitochondriales) ou dans
les différentes couches constituant la paroi vasculaire (xanthine oxydase [XOJ, NOS et
NAD(P)H oxydase).
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Mitochond rie
Les espèces réactives oxygénées sont produites en condition basale au niveau des
mitochondries, par la chaîne mitochondriale de transport d’électrons qui est formée d’une
série d’enzymes contenant un cytochrome (Sorescu et Griendiing, 2002). Cette chaîne,
située dans la matrice interne, est responsable de la production d’ATP en condition
aérobique, où environ 2% de la quantité totale d’oxygène impliquée est convertie en •02
plutôt qu’en eau (Ambrosio et al., 1993). Ainsi, approximativement 2 % des électrons
sont perdus dans la chaîne respiratoire pour générer le •02 qui est libéré vers le côté
cytosolique, où une concentration élevée de MnSOD est présente pour le neutraliser
(Sorescu et Griendiing, 2002). Le peroxyde d’hydrogène ensuite généré, qui est
perméable à la membrane mitochondriale, peut être dégradé par la glutathion peroxydase
située sur la membrane interne de la mitochondrie (voir page 23) ou traverser la bicouche
et agir au niveau des cellules avoisinantes (Phung et aÏ., 1994). finalement, la
mitochondrie possède également la capacité de générer des ERO à l’extérieur de la
mitochondrie, par l’oxydation des monoamines par la monoamine oxydase membranaire
mitochondriale (EÏÏis et Triggie, 2003).
En condition de réoxygénation suite à une hypoxie ou suivant un traitement avec
l’antimycine, qui découple spécifiquement le complexe I (NADH oxydase) ou III
(cytochrome b-ci) de la chaîne respiratoire, les électrons libres entrent en contact de
manière inappropriée avec l’oxygène. Il en résulte la formation de grande quantité de
•02, surpassant la capacité de neutralisation de la SOD (Auch-Schwelk et al., 1989) (voir
page 34).
Xanthine Oxydoréductase
La xanthine oxydoréductase est ubiquitaire et elle catalyse l’oxydation de
l’hypoxanthine et de la xanthine, générant la xanthine et l’acide urique au cours du
métabolisme des purines (Bray CA, 1975). L’enzyme existe sous deux formes
interchangeables, fonctionnellement distinctes; la xanthine déshydrogénase (XDH) et la
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XO (Harrison R, 2002). La XDH réduit préférentiellement la NAD alors que la XO
réduit l’oxygène moléculaire formant ainsi le ‘02 et le H202 (Sanders et al., 1997).
Les ERO générées par la XO sont impliquées dans une variété de pathologies
incluant l’hypercholestérolémie et la dysfonction endothéliale qui est présente dans
l’insuffisance cardiaque chronique et l’IJR (Harrison R, 2002 ; Landmesser et ai, 2002).
À titre d’exemple, lors d’une période d’ischémie, il se produit une conversion
protéolytique de la XDH en XO accompagnée d’une décomposition de l’ATP et de
l’ADP en hypoxanthine. Cette dernière s’accumule dans les tissus et elle sert, lors de la
reperffision, de substrat à la XO nouvellement générée. La XO réduit par la suite
l’oxygène moléculaire pour fonner le •02 et le H202 (Sanders et aï., 1997).
NOS
En condition normale, tel que mentionné dans les chapitres précédents, la eNOS
est source du plus important facteur relaxant dépendant de l’endothélium, le NO.. Par
contre, lors de certaines circonstances, l’enzyme peut également être source de •O2 ainsi
que de H202. La eNOS, tout comme les deux autres isoformes de la NOS, utilise la L
arginine comme substrat pour synthétiser le NO. d’une manière dépendante de la BH4.
Si la biodisponibilité de la L-arginine ou de la BH4 est faible, ou si la BI-I4 est oxydée, la
eNOS devient découplée et elle transfère les électrons à l’oxygène moléculaire, générant
ainsi des quantités significatives de •02 et de H2O2 (Stuehr et ai., 2001).
La destruction de la BH4 par le peroxynitrite contribue à diminuer l’activité de la
eNOS. Il en résulte alors une augmentation de la génération de O2, une diminution de
la biodisponibilité du NO. et une dysfonction endothéliale subséquente. La présence de
cette seconde voie utilisée par la eNOS est retrouvée dans l’hypertension, où il y a une
activation de la NAD(P)H oxydase (Landmesser et aC, 2003) et elle est également décrite
dans l’athérosclérose et le diabète (Mïïstien et Katusic, 1999).
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NAD(P)H oxydase
Comme il a été démontré ci-haut, plusieurs enzymes sont impliquées dans la
génération des ERO. Par contre, au niveau vasculaire, la source primaire est un complexe
enzymatique lié à la membrane appelé NAD(P)H oxydase. La production de •02
survient lorsque l’oxygène est réduit par un électron provenant du substrat NADH et/ou
NADPH (Griendiing et aÏ., 2000).
NAD(P)H +02 NAD(P) + H + 202
La NAD(P)H oxydase ffit initialement identifiée dans les neutrophiles, où un rôle de
destruction bactérienne lui est attribué (Leusen et aÏ., 1996). Par la suite, il est devenu
évident que les différentes sous-unités de la NAD(P)H oxydase leucocytaire sont
également exprimées au niveau des cellules non phagocytaires, incluant les cellules
vasculaires telles les CE, les CML et les fibroblastes de l’adventice (Rey et al., 2002;
Wang et al., 1998; GôrÏach et aÏ., 2000). La structure et la fonction de la NAD(P)H
oxydase entre les cellules phagocytaires et non phagocytaires présentent certaines
ressemblances, mais plusieurs différences existent.
La NAD(P)H oxydase vasculaire est constituée de trois sous-unités cytosoliques
régulatrices (p47», 67Phox et la petite protéine G Rac-1) et d’un domaine cytochrome
b558 hétérodimérique qui est responsable de la liaison du substrat et du transfert
d’électron (Griendting et aL, 2000). Ce dernier est composé d’une sous-unité Œ (p22I0c)
et d’une sous-unité [3 contenant une flavine (gp9l0)c [glycoprotéine 91 oxydase
phagocytaire]) ou noxi [oxydase non phagocytaireJ ou nox4 ou nox5) (Griendiing et aï.,
2000). La nature de la sous-unité [3 dépend du type cellulaire: au niveau de la paroi
vasculaire, gp9lPc est associée à l’isoforme endothéliale (GôrÏach et aÏ., 2000) (Figure
7a) alors que la noxi est impliquée dans la production de •02 par les CML (Griendling
et al., 2000 ; Lassègue et al., 2001). De plus, la sous-unité p67b0)c est absente au niveau
des CML (Patterson et al., 1999). La composition de la NAD(P)H oxydase des
fibroblastes reste controversée. Dans quelque cas, toutes les sous-unités ont été
découvertes (Pagano et aÏ., 1997) alors que d’autres études démontrent seulement la
présence de p22b0x, 47Phox et p670x (Jones OTG, 1994 ; Meier et ut., 1993). Du côté
des NAD(P)H oxydases leucocytaires, la composante p6OPhb0x est additionnelle au
30
complexe cytosolique. De plus, contrairement aux oxydases vasculaires, la petite
protéine G est Rac-2 et la composante impliquée dans le transfert de l’électron est
gp9l0C (Jones OTG, 1994) (Figure 7b).
Les oxydases des neutrophiles libèrent rapidement de grandes quantités de •02 en
réponse à une stimulation alors que l’enzyme vasculaire en produit continuellement en
quantité de 10 à 100 fois moins importante (Griendting et a4 2000). Ceci peut être
expliqué par le fait que, au niveau des CE, les sous-unités gp9lPho> et 22lh0x sont
principalement intracellulaires et colocalisées avec p47C et p67’°’ en condition basale.
Ainsi, ce complexe intracellulaire pré-assemblé semble être responsable de la faible
quantité de ERO générée dans les CE non stimulées (Li et Shah, 2002). Au niveau
phagocytaire, l’activation de l’enzyme ne survient que lorsque les facteurs cytosoliques
sont recrutés à la membrane et associés avec le cytochrome b558 ; ce n’est que suite à
une stimulation qu’il y a phosphorylation de p47ih0C et translocation du complexe
cytosolique (Fontayne et aÏ., 2002) (Figure 5b,c). La cinétique d’activation est
relativement lente pour les cellules vasculaires (minutes à heures), comparativement à
Figure 7 t NAD(P)H oxydase endothéliale et phagocytaire
e) NADPH oxydase phagocytaire acflve
II y a tranalocation du complexe cytosolique vers le cytochrome
b55S génération extracellulaire dcl ‘anion superoxyde
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quasi instantanée pour les neutrophiles (Shi et aï., 2001). De plus, les deux types
d’oxydases possèdent une affinité différente pour le substrat, étant supérieure pour le
NADH relativement au NADPH dans les CE et unique pour NADPH dans les leucocytes
(Guzik et al., 2000). Malgré ces nombreuses différences, les deux types d’oxydases sont
inhibées par le DPI (diphénylène iodonium), un inhibiteur des oxydases contenant une
flavine.
L’importance de la NAD(P)H au niveau vasculaire est liée à sa capacité de
répondre à une grande variété d’agonistes, tel Ang II (via le sous-type de récepteur AT1),
PDGf (facteur de croissance dérivé des plaquettes), thrombine, glucocorticoïdes, forces
de cisaillement et LDL (lipoprotéine de faible densité) (Griendling et aÏ., 1994 ; Hoïland
et al., 199$ ; De Keulenaer et al., 1998). L’activation de l’enzyme survient à court terme
par la stimulation de signaux intracellulaires spécifiques (Lasségue et CÏernpus, 2003) ou
à long terme par la régulation positive des sous-unités de l’enzyme (Toyuz et aÏ 2002;
Lasségue et a4 2001). À titre d’exemple, en culture cellulaire, l’Ang II régule à la hausse
l’expression des sous-unités gp9l13hb0), 22Phox 40Phox 47Phox et p67°> dans les CIvIL
isolées d’artères de résistance humaines (Touyz et aï., 2002).
La NAD(P)H oxydase cardiovasculaire est constitutivement active mais sa
fonction exacte en condition physiologique n’est pas connue (Fagano et al 2002). Il est
reconnu que les ERO fonctionnent comme des molécules de signalisation pour des
réponses cellulaires spécifiques, tel que l’apoptose et la vasodilatation!vasoconstriction
(voir page 36), mais les mécanismes de condition physiologique versus pathologiques
restent à déterminer (Sorescu et Griendiing, 2002 ; Bengtsson et al., 2003). Une activité
à la hausse de la NAD(P)H oxydase est associée à plusieurs pathologies incluant
l’hypertension (Landmesser et al, 2003), les maladies vasculaires diabétiques (Guzik et
aÏ., 2000), l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaques (Bauersachs et aï., 1999 ; Li et aï.,
2002), ainsi que l’athérosclérose. Il a été démontré qu’une augmentation de l’expression
des sous-unités p220x et gp91Pl0x existe au niveau des lésions athérosclérotiques
humaines (Azumi et al 1999; Sorescu et al., 2002). Ainsi, tout comme les enzymes
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précédentes, la surproduction de •02 par cette enzyme est associée à une diminution de
la biodisponibilité de NO. et aux conséquences relatives à la diminution de cet EDRF.
La libération chronique des ERO associée à l’HVG semble être un mécanisme
dépendant de la NAD(P)H oxydase. De fait, l’activité de l’enzyme au niveau du
myocarde est élevée et l’expression des sous-unités p22X,
gp91PhO)C 67Phox et p47P10X
est augmentée dans le ventricule gauche des cobayes suite à un cerclage aortique (Li et
al., 2002). L’augmentation de la génération des ERO représente également une
conséquence de l’activation anormale des NAD(P)H oxydases, en réponse à 1’Ang II,
dans un modèle d’augmentation de la post-charge cardiaque par cerclage aortique
suprarénal d’une durée de 14 jours chez le rat (Boutoumié et al., 1997). Dans ce même
modèle expérimental, subséquemment à l’augmentation de la génération de •02, il se
produit une augmentation de l’expression de la eNOS aux niveaux aortique et cardiaque
(Bouloumié et aÏ., 1997). De manière contradictoire, en présence d’un cerclage aortique
suprarénal chez le cobaye, aucune différence significative de l’expression de la eNOS
cardiaque n’est détectée après 21 jours (MacCarthy et Shah, 2000).
L’activation de la NAD(P)H oxydase est associée à l’HVG : cette enzyme
constitue ainsi les sources cardiaque et vasculaire de •02 (Harrison et aÏ., 2003). Par
ailleurs, dans un modèle porcin d’HVG secondaire à un cerclage de l’aorte ascendante
d’une durée de 60 jours, une pré-incubation des artères coronaires épicardiques avec un
supplément de BH4 améliore la dysfonction endothéliale. Puisque l’ajout de ce cofacteur
nécessaire à l’activité de la eNOS améliore la relaxation dépendante de l’endothélium
induite par les protéines Gi, un découplage fonctionnel de l’enzyme est probablement
présent dans ce modèle d’HVG, ce qui suggère que la eNOS constituerait également une
source de •02 (Malo et al., 20031).
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Antioxydants endogènes
Le statut oxydatif est contrôlé des antioxydants endogènes enzymatiques tels
SOD, GPx et CAT ainsi que par par un large spectre d’antioxydants non enzymatiques,
tels que a-tocophérol (vitamine E), acide ascorbique (vitamine C), caroténoïde (J3-
carotène), flavonoïde, bilirubine, acide urique et glutathion (flavahan et Vanhoutte,
1995).
Superoxyde dismutase
La SOD est impliquée dans la neutralisation de l’anion superoxyde, réaction
catalysée par l’ajout d’un électron et de deux protons afin de former le H202. Trois
isoformes ont été identifiées chez les mammifères. La SOD cuivre/zinc (Cu,Zn-SOD ou
SODI) est localisée au niveau du cytosol et du noyau et minoritairement, dans la
mitochondrie de presque tous les types cellulaires (Okado-Matsumoto et Fridovich,
2001). Cette enzyme est impliquée dans la dismutation du •02 dérivé de la eNOS au
cours de la synthèse de NO. (Stuehr et ai, 2001), prolongeant ainsi la demi-vie du facteur
relaxant. La SOD-manganèse (MnSOD ou SOD2) est située dans la matrice
mitochondriale et constitue la première enzyme qui neutralise le •02 généré par la chaîne
respiratoire (Mclntyre et aÏ., 1999). La SOD extracellulaire (ecSOD ou SOD3) est
sécrétée de manière extracellulaire et est liée aux polysaccharides sulfatés, tel l’héparan
sulfate, à la surface des cellules (Mclntyre et aÏ., 1999).
La Cu,Zn-SOD constitue l’isoforme vasculaire majoritaire, exerçant
approximativement 50-80% de l’activité SOD totale (Didion et aÏ., 2002). Par contre,
chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires, l’activité de l’enzyme est
diminuée (Landmesser et al., 2000), entraînant ainsi une accumulation de •02 et une
augmentation de ses effets délétères.
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Catalase
La CAT représente une des plus efficaces enzymes connues puisque aucune
concentration de H202 ne peut la saturer (Liedias et aï., 1998). Ainsi, l’enzyme protège la
cellule du 14202 qu’elle génère par sa conversion en eau plus en une molécule d’oxygène.
La CAT n’est pas essentielle pour certains types cellulaires en condition physiologique;
par contre, suite à une exposition chronique au stress oxydatif son activité est augmentée
lui permettant ainsi de jouer son rôle antioxydant (Hum et aC, 199$).
Giutathion peroxydase
Le système glutathion constitue un second mécanisme important de défense de
l’organisme contre les ERO. Le NADPH, substrat des enzymes prooxydantes, est
également utilisé en tant qu’équivalent réducteur afin de maintenir les réserves de
glutathion réduit (GSH), molécule impliquée dans la neutralisation des ERO. Ainsi, les
ERO sont tamponnés à l’intracellulaire par la conversion du GSH en sa forme oxydée
(GSSG), réaction catalysée par la GPx. Le GSSG est par la suite recyclé en GSH par
l’action de la glutathion réductase (Leopoïd et al., 2003).
Il existe au moins cinq isoformes de GPx chez les mammifères (GPx1 à GPx5). Celle
impliquée dans la réduction du F1202 est la GPx cytosolique et mitochondriale (cGPx ou
GPxÏ). Cette isoforme est exprimée dans la majorité des tissus mais de manière
prédominante au niveau des érythrocytes, des reins et du foie (Matés and fsanchez
Jiménez 1999). Le processus antioxydant impliquant le glutathion représente une source
majeure de protection contre de faibles niveaux de stress oxydatif contrairement à la
CAl qui est plus efficace en présence d’un stress oxydatif sévère (Yan etHarding, 1996).
Finalement, au niveau des érythrocytes humains, la GPx est considérée comme étant la
principale enzyme impliquée dans la détoxification du H202 puisque cette dernière
possède une affinité supérieure au substrat relativement à la CAT (Izawa et aï., 1993).
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Figure 8 Action de la glutathion peroxydase
L’HVG secondaire à un cerclage de l’aorte transverse dans un modèle murin est
associée à une augmentation de l’activité antioxydante cardiaque, démontrée par une
élévation de l’activité de la SOD et de la CAT. Ainsi, l’augmentation de l’activité de ces
deux enzymes semble représenter un mécanisme compensatoire à la présence du stress
oxydatif dans l’hypertrophie cardiaque (Dates et al., 2002). Du côté vasculaire, Malo et
al. (20031) ont démontré qu’une pré-incubation d’anneaux d’artères coronaires
épicardiques, provenant d’un coeur hypertrophié suite à un cerclage de l’aorte ascendante,
avec un supplément de SOD et de CAT améliore la dysfonction endothéliale.
Rôles des ERO
La pensée conventionnelle décrit les ERO comme étant des molécules aux effets
délétères au niveau de la paroi vasculaire, menant à des processus pathologiques. Par
contre, les ERO sont également impliquées physiologiquement dans le maintien de
l’homéostasie vasculaire. Voici les principales catégories englobant les divers effets
physiopathologiques des ERO.
En premier lieu, les ERO stimulent la prolifération, l’hypertrophie et la survie
cellulaires dans différents types cellulaires tels les cardiomyocytes et les CML
(Griendiing et aÏ., 2000 ; Shi et aÏ., 2001 ; Irani K, 2000). De plus, les ERO possèdent la
capacité de supprimer la croissance et de mener à la mort cellulaire programmée,
apoptose ou anoikis, dépendamment du niveau de stress oxydatif L’exposition de courte
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durée à de relativement faibles quantités de ERO induit la croissance alors qu’une
exposition prolongée à une plus forte concentration mène à la mort cellulaire (Irani K
2000). Les effets opposés peuvent également être dus au type de ERO présent (Shi et aï.,
2001). Du côté pathologique, les ERO en concentration trop élevée induisent des
dommages et des dysfonctions au niveau mitochondrial qui perpétuent un cycle
catastrophique de dysfonction cellulaire, davantage de génération de ERO, un déclin
mitochondrial et une mort cellulaire. Ceci affecte éventuellement la fonction vasculaire et
contribue au développement de maladies vasculaires chroniques (Baïtinger et aÏ., 2000).
Les ERO peuvent aussi servir de seconds messagers. Plusieurs effecteurs des
facteurs de risque des maladies vasculaires, tels les LDL oxydés et l’Ang II, favorisent la
dysfonction endothéliale et la mort cellulaire via des mécanismes oxydatifs (Griendting e.
cii., 2000; Meyer et Schmitt, 2000; Kunsch et MedJora’ 1999). En d’autres termes, ils
stimulent ou sensibilisent les cellules vasculaires à générer des FR0, ces derniers servant
de seconds messagers dans l’activation de la production de molécules d’adhésion et/ou
d’autres produits de gènes inflammatoires vasculaires. L’induction de l’expression de ces
molécules favorise l’infiltration des monocytes dans la paroi vasculaire et la libération de
signaux pro-inflammatoires additionnels (Berges et al., 2003).
Les ERO sont également impliquées dans le processus d’angiogénèse. De fait, les
FR0 agissent au niveau de trois évènements clés de l’angiogénèse, en induisant la
prolifération et la migration des CE et la formation d’une tubulure par activation des
lymphocytes (Mauiik et Das, 2002). Cette formation de nouveaux vaisseaux est
essentielle pour le développement embryonnaire et pour la réparation tissulaire. Par
contre, l’angiogénèse est également impliquée dans des processus pathologiques tels te
cancer, la rétinopathie diabétique et l’athérosclérose (Tarnyama et Griendiing, 2003).
finalement, les ERO générées en grande quantité et qui échappent au contrôle des
antioxydants endogènes ont une action sur le tonus vasomoteur. Au niveau des CML, la
diffusion des FR0 agit directement sur la production des vasoconstricteurs tels les
endoperoxydes et les prostanoïdes. Du côté endothélial, les ERO affectent la
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biodisponibilité du NO. et ainsi, les relaxations dépendantes de l’endothélium. Cette
dysfonction endothéliale causée par le stress oxydatif est présente dans de nombreuses
pathologies, incluant l’HVG, la maladie vasculaire associée au diabète de type 2,
1’ hypertension et l’athérosclérose.
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Chapitre Quatrième
Implication du stress oxydatif dans la dysfonction
endothéliale de différentes pathologies
cardiovasculaires
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Le stress oxydatif principalement via l’action de •02, possède un rôle majeur
dans la perturbation de l’homéostasie cardiovasculaire, affectant entres autre la fonction
vasomotrice endothéliale. Cette dysfonction peut se manifester par une diminution de la
sécrétion ou de l’action des EDRFs (principalement le NO.) et/ou une augmentation de la
libération des EDCFs ou une hypersensibilité des CML vasculaires à ceux-ci. Ainsi, un
débalancement entre les mécanismes prooxydants et antioxydants au niveau de la paroi
vasculaire constitue une source de développement de nombreuses pathologies
cardiovasculaires.
Vieillissement et régénération de I’endothélium
Le processus physiologique de vieillissement de l’endothélium implique une mort
cellulaire par apoptose, résultant en une desquamation des cellules suivie d’une
régénération. Ce remplacement endothélial survient chez l’homme vers l’âge de 30 ans
et se caractérise par une régénération par des cellules dysfonctionnelles quant à leur
capacité d’induire des relaxations dépendantes de l’endothélium. De manière plus
concise, les CE perdent leur capacité de libérer le NO., plus particulièrement en réponse
à l’agrégation plaquettaire, à la thrombine, à la sérotonine et aux agonistes des récepteurs
Œ2-adrénergiques (Shimokawa et al., 1987). Il s’agit donc d’une atteinte sélective de la
réponse impliquant les protéines G sensibles à la toxine de la coqueluche qui sont
normalement exprimées alors que leur activité est diminuée. Par ailleurs, la réponse des
complexes agonistes-récepteurs utilisant la voie des protéines Gq est intacte durant la
phase précoce de la dysfonction endothéliale, c’est-à-dire avant la survenue d’une
dysfonction généralisée tardive qui implique alors les mécanismes de signalisation des
protéines Gi et Gq (Lischer et No1l 1994).
La prédominance de la vasoconstriction sur la vasodilatation induite par les CE
régénérées s’explique également par une augmentation de la production d’endoperoxydes
(Mombouli et Vanhoutte, 1993), par une absence de libération de NO. et d’EDH(F) suite
à la liaison de l’ET-l à ses récepteurs endothéliaux (Nakashima et Vanhoutte, 1993) et
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par une augmentation de la production de •02 par le processus dépendant de la COX
(Shimokawa R 1999). De plus, au niveau des artérioles coronaires de rats âgés de 80
semaines, l’expression de la iNOS ainsi que l’activité de la NAD(P)H oxydase sont
augmentées, contribuant à la formation du puissant oxydant ONOO-, suite à une
neutralisation du NO. par le •02, et ainsi au développement d’une dysfonction de
l’endothélium vieillissant (Csiszar et al., 2002).
Diabète
La perturbation de la fonction endothéliale constitue une caractéristique précoce
du diabète, démontrée dans des modèles expérimentaux (Hink et aÏ., 2001) ainsi que chez
l’humain (Guzik et aÏ., 2002) par une diminution significative de la production et de la
biodisponibilité du NO.. Ce déficit de NO. s’explique en premier lieu par une
neutralisation par le •02. Cet anion dérive de la chaîne respiratoire mitochondriale ainsi
que de l’activation de la NAD(P)H oxydase suite à une stimulation par l’hyperglycémie
et par l’augmentation des acides gras libres circulants, deux phénomènes majeurs du
diabète (Evans et al., 2002). L’interaction du NO. et du •O2 mène à la formation
vasculaire de ONOO- qui oxyde la BR4 en une bioptérine inactive pour stimuler la eNOS,
ce qui entraîne un découplage fonctionnel de l’enzyme (Hink et al., 2001). Par cette
deuxième voie, il y a diminution de la production du NO. et conséquemment des
relaxations dépendantes de 1 ‘endothélium.
Le mécanisme diacylglycérol-protéine kinase C (DAG-PKC) serait directement
impliqué dans l’induction de la dysfonction endothéliale associée à l’hyperglycémie. De
fait, l’incubation des CE et des CML avec de fortes concentrations de glucose induit une
augmentation intracellulaire des niveaux de DAG, menant à l’activation de la PKC et à
une dysfonction endothéliale ultérieure (Ishii et aÏ., 1998). Plus spécifiquement, la PKC
possède la capacité d’augmenter l’expression de la eNOS (Li et al., 1998); cette eNOS
qui est découplée fonctionnellement par la bioptérine inactive formera ainsi davantage
d’anion superoxyde et de ONOO-.
41
Ischémielreperfusion
L’ischémie implique une diminution de i’apport sanguin au myocarde
relativement à la demande (Sorescu et Griendiing, 2002). Lors d’une période ischémique
prolongée, plusieurs changements surviennent au niveau du myocarde, incluant une
augmentation de la génération de NO. ainsi qu’une diminution des niveaux d’ATP. En
premier lieu, le coeur mobilise les eNOS immédiatement disponibles afin de produire
rapidement une grande quantité de NO.. De manière concomitante, le coeur modifie son
phénotype en type défensif par l’augmentation de l’expression des iNOS. Ces enzymes
servent au maintien des niveaux de NO. dans le myocarde pour une période soutenue
afin de protéger le coeur contre une période ischémique éventuelle (Berges et ai., 2003).
La reperfusion du myocarde ischémique, par recirculation sanguine, constitue le
traitement définitif afin d’atténuer les dommages. Par contre, la reperfusion peut
provoquer des dommages myocardiques additionnels par la participation du •02
(cronstein et al., 1983), du F1202 (C’rostein et ai., 1985) et du .OH (cronstein et al.,
1983). Ces FR0 sont produites en grande quantité au cours de la reperfusion,
principalement par les neutrophiles activés (Zulueta et al., 1995). Ces ERO peuvent
également provenir de la NAD(P)H oxydase (Turrens et al., 1991), de la chaîne
respiratoire mitochondriale (Turrens et aÏ., 1991) et de la XO nouvellement générée à
partir de la )WH. En effet, au cours d’une période ischémique prolongée, il se produit
une conversion protéolytique de XDH en XO, accompagnée d’une diminution
significative de la production d’ATP et d’une décomposition de l’ATP et de l’ADP en
hypoxanthine (Sauders et al., 1997). Ainsi, au cours de la reperfusion, la XO utilise
l’hypoxanthine accumulée dans les tissus lors de t’ischémie, comme substrat afin de
réduire l’oxygène moléculaire en •02 (Sauders et aÏ., 1997). Ainsi, lors de la période de
reperfusion, il y a interaction du NO. et du •O2 qui mène à une diminution de la
biodisponibilité de NO. et à la génération de ONOO- et de ses métabolites qui possèdent
de puissants effets délétères au niveau du myocarde. Cette interaction possède ainsi
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l’effet néfaste de la diminution du facteur relaxant NO. accompagné de l’effet
bénnéfique de la neutralisation de •02 (Wink et ai., 1993).
Au niveau vasculaire, l’I/R induit une dysfonction endothéliale des artères
coronaires, démontrée par une augmentation initiale de la production de NO., suivie
d’une réduction prolongée. Il se produit ainsi une diminution de la vasodilatation
dépendante de l’endothélium suite à une stimulation par des agonistes de la eNOS
(Ronson et al., 1999). Un traitement à l’aide de BI-I4 (Tiefenbacher et aÏ., 1996) et de L
arginine (Hein et aL, 2003) restaure la fonction endothéliale, suggérant que ces deux
cofacteurs de la eNOS ont une biodisponibilité réduite et/ou une fonctionnalité altérée
suite à une TIR. En dernier lieu, la réponse contractile sélective à l’ET-l est augmentée
dans les artères coronaires de conductance suite à un épisode d’I/R (Saito et aÏ., 1992).
Hypertension artérielle (HTA) systémique
La caractéristique hémodynamique primaire de l’hypertension systémique est
l’augmentation de la résistance vasculaire périphérique associée à des altérations
structurelles, mécaniques et fonctionnelles (folkow et al., 1990). Le changement
structurel majeur constitue le remodelage vasculaire démontré par une diminution du
diamètre de la lumière ainsi que par un épaississement de la média. Plus précisément, au
niveau cellulaire, il se produit une hyperplasie, une hypertrophie et une élongation des
CML, une réorganisation des cellules autour de la lumière de l’artère et/ou une altération
de la composition de la matrice extracellulaire (Intengan et aÏ., 1999). L’hypertension est
caractérisée par une atteinte de la fonction endothéliale de relaxation ainsi que par une
augmentation de la réponse des CML aux facteurs contractants dérivés de l’endothélium
(Schffrin EL. 1992).
Plusieurs modèles expérimentaux d’hypertension existent, ayant pour
dénominateur commun une diminution des relaxations dépendantes de l’endothélium;
par contre, le mécanisme exact impliqué dans cette dysfonction peut différer d’un modèle
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à l’autre. Le modèle de rat spontanément hypertendu (SHR) est le plus couramment
utilisé pour tenter d’expliquer les mécanismes impliqués dans l’hypertension essentielle,
grâce à sa correspondance avec des évènements cliniques. La grande majorité des études
expérimentales, mis à part le modèle d’hypertension induite par la noradrénaline
(Laursen et al., 1997), implique une hausse du stress oxydatif (Lassègue et Griendiing,
2004). Une augmentation de •02 a également été démontrée dans des études cliniques
d’hypertension essentielle, où elle contribue à la dérégulation de plusieurs processus
physiologiques menant à des altérations structurelles et fonctionnelles aux niveaux
cardiaque, hépatique, vasculaire (Lassègue et Griendting, 2004) incluant les artères
coronaires épicardiques (Treasure et al., 1992), ainsi qu’au niveau du système nerveux
central (Lassègue et Griendiing, 2004).
Selon le modèle expérimental SFR, la diminution des relaxations dépendantes de
l’endothélium n’est pas seulement due à une diminution de la libération de facteur
relaxant mais bien à une libération concomitante d’un facteur contractant (Lischer et
Vanhoutte, 1986). Parallèlement, dans l’hypertension essentielle chez l’homme, la
dysfonction endothéliale est associée à une prédisposition de l’endothélium à libérer des
facteurs contractants tel que le radical •02 qui diffuse vers les CML et qui active la
COX-1 surexprimée. Cette enzyme génère alors les endoperoxides responsables de la
contraction vasculaire (Vanhoutte FM 1996). L’augmentation endothéliale de •02
s’explique alors par une augmentation de sa génération mais également par une
diminution de l’activité des enzymes antioxydantes SOD et CAT ainsi que des
neutralisateurs non-enzymatiques des ERO, tels la vitamine E et le glutathion (Redon et
al., 2003).
Les relaxations dépendantes de l’endothélium chez les patients souffrants
d’hypertension essentielle peuvent également être modulées par la présence simultanée
d’autres facteurs de risque, tel l’hyperhomocystéinémie. De fait, la présence d’une
augmentation des niveaux plasmatiques d’homocystéine induit une diminution de la
biodisponibilité du NO. et des relaxations dépendantes de l’endothélium par une
exacerbation du stress oxydatif(Virdis et al., 2001).
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Hypertension pulmonaire (HTP)
Deux mécanismes de base sont impliqués dans l’augmentation de la résistance
vasculaire pulmonaire dans l’HTP : la vasoconstriction et le remodelage structurel des
vaisseaux pulmonaires périphériques. Ce dernier est caractérisé par une prolifération et
une hypertrophie des CML des artères pulmonaires périphériques ainsi que par une
production des protéines matricielles dans la paroi vasculaire. La génération pulmonaire
des ERO est impliquée dans ce remodelage vasculaire et dans le développement de
l’hypertension pulmonaire suite à un épisode d’ischémie/reperfusion (Angdin et al.,
2003), d’hyperoxie (Nozik-Grayck et al., 1997), ainsi que d’hypoxie chronique (Jefferson
et al., 2004).
Plusieurs études ont démontré qu’une exposition à des pressions partielles
réduites d’oxygène induit de rapides changements de la composition des lipides
membranaires par un mécanisme de peroxydation par les ERO et ce, au niveau d’une
variété de lignées cellulaires de mammifères incluant les cellules endothéliales
pulmonaires (Block et al., 1989). Les dommages oxydatifs peuvent être d’étiologie
multifactorielle et impliquer divers processus de formation des ERO en présence d’une
hypoxie chronique: 1) une libération de superoxyde par la chaîne respiratoire
mitochondriale (Cadenas et al., 1977), 2) une augmentation de la production de
superoxyde par certaines enzymes qui nécessitent l’oxygène pour une activité complète
(Misra et Fridovich, 1972), 3) une augmentation de l’expression de la XO ainsi que de
son substrat hypoxanthine (fried et al., 1973) et, 4) une activation de la NAD(P)H
oxydase des phagocytes (MarshaÏl et al., 1996).
Le développement d’une hypertension pulmonaire hypoxique est inhibée par un
traitement antioxydant adéquat. L’administration de diméthylthiouré chez des rats
exposés à 10% d’oxygène pour une période de 10 jours, inhibe la reconstruction
structurelle des vaisseaux sanguins périphériques ainsi que le développement de
l’hypertrophie ventriculaire droite, deux conséquences de l’hypertension pulmonaire
(Langteben et al., 1989). Un traitement antioxydant avec la N-acétyl-L-cystéine (NAC)
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atténue également l’hypertension pulmonaire au cours d’une exposition à l’hypoxie
(Hoshikawa et al., 1995). Plus précisément, la NAC est rapidement hydrolysée en
cystéine, précurseur du glutathion réduit (Sochman 2002) qui est impliqué dans la
neutralisation des ERO. Tel que mentionné précédemment, les ERO sont tamponnés à
l’intracellulaire par la conversion de GSH en sa forme oxydée (GSSG), réaction catalysée
par la GPx.
Athérosclérose
L’athérosclérose est une maladie systémique chronique des vaisseaux, liée à des
phénomènes inflammatoires, qui constitue la cause majeure de morbidité et de mortalité
dans les pays industrialisés (Ross R, 1986). Les mécanismes éthiologiques de
l’athérogenèse causent des altérations délétères au niveau de la physiologie endothéliale,
induites par la synergie de plusieurs facteurs de risque tels que l’hypercholestérolémie, le
vieillissement, le diabète, l’obésité, l’hypertension, le tabagisme et la déficience en
oestrogène (Barton et Haudenschitc4 2001). La dysfonction endothéliale constitue un
événement clé précoce dans le développement de l’athérosclérose et elle est également
impliquée dans la progression de la plaque athéromateuse ainsi que dans les
complications athérosclérotiques (Kinlay et Ganz, 1997). L’altération de la fonction
vasoactive des CE se retrouve aussi bien au niveau des vaisseaux de conductance, tels les
artères coronaires épicardiques qui constituent des sites privilégiés des lésions
athérosclérotiques, qu’au niveau des vaisseaux de résistance qui ne démontrent aucun
signe visible d’athérosclérose (Britten et al., 1999).
Les stades précoces de l’athérosclérose sont associés à une dysfonction sélective
de la voie dépendante des protéines G, fait appuyé par la diminution de l’expression de
ces protéines dans les artères coronaires humaines athérosclérotiques (Tsutsui e. ai.,
1994). En plus de la diminution de la synthèse du NO., les CE expriment une quantité
diminuée de la eNOS (Liao et aÏ., 1995) concomitante à une augmentation de la
production d’ET-l (Boulanger et aÏ., 1992). Ces différentes altérations sont la
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conséquence de l’action des LDL oxydées (Liao et al., 1995 ; Boulanger et aÏ., 1992),
oxydation causée par les importants médiateurs de l’initiation et de la progression de
l’athérosclérose que sont les ERO. Ces dernières sont présentes en grande quantité dans
les artères athérosclérotiques humaines (Navaikar et al., 2001) et elles induisent plusieurs
réponses cellulaires proathérogéniques in vitro dont l’inactivation du NO., l’induction de
l’apoptose des CE, la surexpression des molécules d’adhésion à la surface des CE,
l’oxydation des LDL ainsi que la migration et la prolifération des CML (Faravacini et
aÏ., 2002).
La surexpression de molécules d’adhésion telle que VCAM-1 (molécule
d’adhésion cellulaire vasculaire) à la surface endothéliale, produit une augmentation de
l’attachement et de la migration des monocytes dans l’espace sous-endothélial. À ce site,
l’athérogenèse est perpétuée par une série d’interactions entre les cellules inflammatoires
(les macrophages suite à leur passage trans-endothélial), les CML et les fibroblastes dans
un milieu saturé de LDL oxydées (Motavi et Mahta 2004). Les macrophages sont
responsables de la phagocytose des LDL oxydées dont les récepteurs ne sont pas soumis
à une inhibition rétrograde, conservant leur expression. Ainsi, les macrophages
s’engorgent de lipides, devenant des cellules spumeuses athérosclérotiques (Schwartz et
aÏ., 1991) qui produisent de grandes quantités de protéases digestives, les
myéloperoxydases, qui affaiblissent la matrice extracellulaire sous-endothéliale et
augmentent la production des ERO (Molavi etMehta, 2004).
La dégradation de la matrice en réponse aux protéases ainsi que l’augmentation de
la production des ERO sont à l’origine du recrutement et de la prolifération des CML
(Motavi et Mehta, 2004); ceci mène ultérieurement à un épaississement et à une
augmentation de la rigidité de la paroi vasculaire (Vanhoutte et aÏ., 1997). Ainsi, le
facteur relaxant NO. libéré de l’endothélium doit traverser de grandes distances avant
d’atteindre les CML (Vanhoutte et al 1997), en plus d’être synthétisé en quantité
moindre et d’avoir une biodisponibilité diminuée suite à une neutralisation par le •02.
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Il existe différentes enzymes, autres que les myéloperoxydases, à la source de
l’augmentation des niveaux des ERO. La XO (Fatetsios et aÏ., 2001) ainsi que la
NAD(P)H oxydase, identifiées par l’augmentation de l’expression des sous-unités p2210C
et gp9l10X dans les lésions athérosclérotiques humaines (Azumi et aÏ., 1999 ; Sorescu et
aÏ., 2002), constituent deux enzymes clés dans la production des ERO. De plus,
l’interaction entre le NO. et le •02 mène à la formation de ONOO- et à l’oxydation de la
BH4; le découplage subséquent de la eNOS fait de cette dernière une tierce source de
ERO (Laursen et aÏ., 2001). L’activité de la GPx est augmentée dans les macrophages
(Mattsson Hutten et aÏ., 2005) ainsi qu’au niveau de la paroi artérielle de lapins avec une
diète riche en cholestérol (Del Biccio et aÏ., 1990). De plus, les LDL oxydées provoquent
une augmentation des défenses antioxydantes telle que la CAT dans les macrophages
humains (Mattsson Hulten et aÏ., 2005). Bien que les macrophages augmentent leur
activité endogène antioxydante en réponse au stress oxydatif ceci semble insuffisant pour
prévenir les dommages cellulaires. Ils jouent ainsi un double rôle dans l’athérogenèse,
par la promotion et la limitation de l’oxydation des LDL (Mattsson Hutten et aÏ., 2005).
Hypertrophie ventriculaire gauche
Une augmentation chronique du volume sanguin ou de la pression, causée par une
augmentation de la post-charge et par l’hypertension artérielle systémique
principalement, est à l’origine d’une série d’évènements cellulaires et moléculaires
menant à une hypertrophie cardiaque adaptative (Chien et aL, 1991). Cette réponse
hypertrophique est caractérisée par une augmentation du volume cellulaire des
cardiomyocytes, une prolifération des cellules non-cardiomyocytes (principalement des
fibroblastes), une activation de l’expression des gènes foetaux (ANP, BNP) et des proto
oncogènes, une organisation des protéines contractiles dans les unités des sarcomères’ et
une altération de la concentration intracellulaire de Ca (Marban e. Koreisune, 1990).
La synthèse des mitochondries représente également un événement cellulaire précoce
suite à l’initiation de l’hypertrophie, potentiellement afin de compenser la demande
d’énergie des cardiomyocytes hypertrophiés (Braunwatd E, 1997). Par contre, en cas
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d’une surcharge de pression prolongée, il survient un déficit relatif de mitochondrie, et
donc d’énergie (ATP), par rapport au nombre de myofibrilles, ce qui compromet la
fonction cardiaque (BraunwatdE’, 1997).
Cette phase compensatrice du coeur, pour contrer la disproportion entre
l’augmentation nécessaire du travail du ventricule gauche et la masse cardiaque
disponible, est initialement bénéfique. Par contre, à long terme, l’augmentation de la
dépense énergétique et l’apparition d’une dysfonction diastolique (manifestée par une
diminution de la capacité de relaxation du ventricule gauche) deviennent néfastes
(Braunwatd E, 1997) et conduisent vers l’insuffisance cardiaque (Braunwatd E, 1997).
Cette dysfonction diastolique est en partie attribuable à l’augmentation de la fibrose
interstitielle et à l’augmentation passive de la rigidité de la chambre mais elle implique
également des anormalités intrinsèques de la fonction contractile, de la structure
(hypertrophie et réorganisation des filaments contractiles) et du nombre de cellules
cardiaques (Swynghedauw B, 1999).
Différents modèles expérimentaux animaux ont documenté que les ERO sont à la
source du développement de l’hypertrophie cardiaque ainsi que de la dysfonction
endothéliale. En premier lieu, au niveau des cardiomyocytes hypertrophiés de rat, suite à
une perfusion d’Ang II, l’hypertrophie cardiaque et la fibrose surviennent suite à la
formation de s02, et à une hausse de l’activité de la NAD(P)H oxydase (Nakagami et al
2003). Dans un modèle d’FWG secondaire à une augmentation de la post-charge chez le
cobaye, la fonction endothéliale de l’endocarde du ventricule gauche, suite à une
stimulation par la substance P et la bradykinine, est altérée alors que la réponse au NO
exogène est préservée (MacCarthy et Shah, 2003). L’expression et la fonction de la
eNOS cardiaque ne sont pas altérées dans ce modèle (MacCarthy et Shah, 2003),
excluant cette enzyme comme responsable de la diminution de la biodisponibilité du NO.
et comme source potentielle des ERO. La dysfonction endothéliale est une conséquence
d’une situation de stress oxydatif augmenté, appuyée par l’augmentation significative de
l’activité de la NAD(P)H oxydase dans les coeurs hypertrophiés (MacCarthy et al 2001).
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Une dysfonction endothéliale des artères coronaires épicardiques survient
également dans l’HVG secondaire à une surcharge de pression chez le cobaye. Cette
dysfonction se manifeste par une altération des relaxations dépendantes de 1’ endothélium
alors que les relaxations aux donneurs de NO. sont intactes (MacCarthy et Shah, 2003).
Les altérations des mécanismes de signalisation au niveau des CE impliquent
préférentiellement les relaxations induites par les protéines Gi et modérément celles par
les protéines Gq. Plus précisément, la voie de l’EDHF est préservée alors que les
relaxations induites par le NO. sont diminuées dans les artères épicardiques de porcs
avec une HVG secondaire à 60 jours de cerclage aortique (Malo et ai., 2003). Dans ce
cas, la biodisponibilité réduite du NO. s’explique par une diminution de la synthèse par
sa eNOS découplée, malgré une expression conservée (Boutoumié et aÏ., 1997), et par sa
neutralisation par les ERO.
Le ONOO- serait responsable de la dysfonction endothéliale dans un modèle de
cerclage aortique chez le rat (Boutoumié et aÏ., 1997). Une augmentation de la
concentration de ONOO- a également été démontrée dans les artères coronaires
épicardiques porcines dans un modèle d’HVG secondaire à un cerclage aortique d’une
durée de 60 jours (Mato et aÏ., 2003). De plus, l’ajout d’un analogue de la BH4 améliore
la fonction endothéliale, suggérant que ce cofacteur endogène de la eNOS est oxydé et
inactivé par le ONOO-. En absence de BI-I4, la eNOS découplée contribue à la synthèse
de •O2 (Miistien et Katusic, 1999). Ainsi, dans l’HVG, la neutralisation du NO. par le
•O2 et la diminution de sa synthèse expliquent la diminution des relaxations dépendantes
de l’endothélium. Finalement, l’amélioration de la fonction endothéliale par un
supplément antioxydant avec la SOD et la CAl confirme l’augmentation du stress
oxydatif dans l’FWG (Mato et ai., 2003’).
Insuffisance cardiaque (IC)
L’IC est un état pathologique résultant d’une incapacité du coeur à assurer un débit
adéquat afin de subvenir aux demandes métaboliques des tissus à une pression de
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remplissage normale (Braunwatd E, 1997). L’IC représente un point de convergence de
plusieurs processus pathologiques, principalement de l’hypertension et de la maladie
ischémique (Vasan et Levy, 1996). En présence d’un trouble primaire de la contractilité
cardiaque et/ou d’une charge excessive du ventricule, le coeur dépend de plusieurs
mécanismes pour maintenir sa fonction contractile : la vasoconstriction, la rétention
d’eau, la stimulation sympathique et l’hypertrophie du myocarde avec ou sans dilatation
des chambres cardiaques. Cependant, ces mécanismes compensatoires à court terme ne
peuvent compenser les nombreuses modifications qui surviennent sur une plus longue
période, tel que l’augmentation de la dépense énergétique et l’apparition d’une
dysfonction diastolique: le coeur évolue ainsi de manière défavorable vers une IC
(BraunwaÏdE’ 1997).
Des altérations des relaxations dépendantes de l’endothélium sont présentes au
niveau de la micro- et macrocirculation coronaires dans l’IC, démontrées dans une étude
sur les artères fémorales canines suite à une surstimulation électrique du ventricule
(Kaiser et al., 1989). Par contre, cette dysfonction varie selon le lit vasculaire étudié,
l’espèce et le temps auquel elle est étudiée après le diagnostic clinique ou l’induction
expérimentale de l’IC. De plus, l’impact sur l’altération de la relaxation dépend du mode
d’induction de l’IC ainsi que de la région vasculaire étudiée (Vanhoutte FM 1996’).
L’IC est associée à une réponse neurohumorale et hormonale, caractérisée par une
augmentation de la concentration d’agents vasoconstricteurs, tel que l’Ang II, l’ET-l et la
vasopressine, ainsi que par une augmentation de l’activité du système nerveux
sympathique. Il en résulte une augmentation de la résistance périphérique vasculaire et
de la post-charge (Schtffrmn EL, 1994). De plus, un facteur contractant dépendant de la
COX est impliqué dans l’augmentation de la vasoconstriction dans l’IC, puisqu’une
inhibition de cette enzyme par l’indométhacine augmente la vasorelaxation en réponse à
l’ACh chez les humains (Katz S, 1994).
Une composante également importante de I’IC est une diminution de la relaxation
par la voie de la eNOS. Cette altération est reliée à une diminution de l’expression de la
eNOS aux niveaux périphérique et coronaire (Smith et aÏ., 1996) et à une diminution de
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la biodisponibilité du NO. dû au stress oxydatif (Arimura et aÏ., 2001). Par contre, la
libération basale de NO. est préservée et parfois même augmentée chez les patients avec
une IC chronique, tel que suggéré par une augmentation des niveaux de nitrates
plasmatiques (Winlay et al., 1994). Une augmentation de la iNOS pourrait expliquer la
préservation de la production de NO. dans le coeur insuffisant et ses vaisseaux. De fait,
une augmentation de l’activité de la iNOS, de son expression protéique et de l’ARNm a
été démontrée dans les tissus cardiaques de patients insuffisants (Drexter et aÏ., 1998)
ainsi que dans les CE et les CML vasculaires (Vejtstrup et al., 1998). finalement, une
diminution de la réponse vasodilatatrice aux donneurs de NO. est également présente
chez les patients avec IC chronique sévère, suggérant une diminution de la réponse des
CML à la vasodilatation induite par le GMPc (Katz S, 1994).
L’IC, peu importe l’étiologie, est associée à une augmentation du stress oxydatif
myocardique, indiquée par une diminution de sa capacité antioxydante (SOD, GPx,
CAT), une diminution de l’état d’oxydation-réduction et une augmentation de la
peroxydation des lipides (DhaÏÏa et Singal 1994). La dysfonction endothéliale coronaire
est également due à une augmentation de la production des ERO dans les CE et/ou les
CML, diminuant la biodisponibilité du NO. (Arimura et ciL, 2001). De fait, Je •02 est
impliqué dans la vasoconstriction associée à l’IC, probablement suite à une activation de
la NAD(P)H oxydase. Cette dernière serait sollicitée suite à l’activation neurohormonale
chronique retrouvée dans cette pathologie, principalement par l’Ang II (Sorescu et
GriendÏing, 2002). L’augmentation de l’état de stress oxydatif dans l’IC chronique serait
également la conséquence d’une hausse de l’activité de l’enzyme prooxydante XO,
accompagnée d’une diminution de l’enzyme antioxydante ecSOD (Landmesser et aï,
2003).
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Chapitre Cinquième
Traitement et approche thérapeutique de la dysfonction
endothéliale associée au stress oxydatif
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La dysfonction endothéliale représente une condition potentiellement réversible
au stade précoce de plusieurs pathologies cardiovasculaires. Le stress oxydatif par
diminution de l’activité antioxydante endogène et/ou par augmentation des niveaux des
ERO, constitue la source de plusieurs modifications néfastes au niveau de l’endothélium,
menant ultérieurement à sa dysfonction (Bonetti et al., 2003). Ainsi, les interventions
thérapeutiques ayant pour cible le stress oxydatif sont importantes pour le traitement de la
dysfonction endothéliale et des maladies cardiovasculaires.
Inhibition de l’activité prooxydante
Restauration de l’activité physiologique de la eNOS
Plusieurs facteurs de risque cardiovasculaire, tels l’HTA et
l’hypercholestérolémie, induisent une dysfonction de la voie de la L-arginine (L-arg)
NO.. L’altération de cette voie de synthèse, se manifestant par une diminution des
relaxations dépendantes de l’endothélium, est la conséquence d’une augmentation de la
production des EDCFs ou d’une perturbation de la biodisponibilité des cofacteurs de la
eNOS, la L-arg et la BFL1. De fait, le découplage de la eNOS, en présence d’un déficit de
cofacteurs, mène à la production des ERO aux dépens de celle du NO., expliquant ainsi
la diminution des relaxations vasculaires (Stuehr et al., 2001). Plusieurs études
expérimentales chez les lapins hypercholestérolémiques (Cooke et aÏ., 1991) et
athérosclérotiques (Boger et al., 1997) ainsi que des études cliniques chez les patients
avec IC (Hornïng et aÏ., 1998), HTA (Lim et al., 2004) et HTP (Nagaya et cii., 2001),
démontrent qu’un supplément de L-arg améliore les relaxations dépendantes de
l’endothélium et inhibe en plus l’agrégation des plaquettes, l’adhésion des monocytes et
la prolifération des CML.
La concentration circulante de L-arg chez des sujets sains et chez des patients
atteints d’une maladie vasculaire se situe entre 40 et 100 imolIL (Jeserich et ai., 1992).
Afin d’obtenir 50% de l’activité optimale de la eNOS, une concentration de 3 imol/L est
suffisante, soit de 15 à 30 fois plus faible que la concentration plasmatique circulante
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(Pottock et al., 1991). Bien que la concentration endogène soit largement suffisante pour
une activité complète de la eNOS, un supplément exogène restaure toutefois la fonction
vasodilatatrice, tel que démontré dans des aortes thoraciques de lapins
hypercholestérolémiques (Cooke et ai., 1991). Cette situation contradictoire peut
s’expliquer à l’aide de deux mécanismes. La diméthylarginine asymétrique (ADMA) est
un inhibiteur endogène compétitif de la eNOS (Vallance et al., 1992) qui, suite à une
légère augmentation de sa concentration plasmatique, joue un rôle dans la pathogenèse de
la dysfonction vasculaire et des maladies cardiovasculaires (Bôger et Ron, 2005) . De
fait, l’ADMA se lie à la eNOS, inhibant le site de liaison de la L-arg et donc la
production ultérieure de NO’. L’action inhibitrice de l’ADMA envers la eNOS est
surpassée lors d’un supplément de L-arg, expliquant ainsi la normalisation de la fonction
endothéliale suite à une administration exogène de L-arg (Bôger et Ron, 2005). De
l’autre côté, l’enzyme constitutive arginase est impliquée dans la conversion de la L-arg
en ornithine et en urée au niveau des CE. Une augmentation de l’activité de cette
enzyme, telle que trouvée dans l’IJR, limite la biodisponibilité de la L-arg pour la eNOS,
diminuant ainsi les relaxations dépendantes de l’endothélium (Hein et cii., 2003).
Des études sur l’aorte et les artères cérébrales et coronaires isolées ont démontré
que l’inhibition de la BH4 cause une dysfonction endothéliale de ces vaisseaux par une
génération préférentielle de •02 au détriment du N0 (Katusic ZS, 2001). Dans la
dysfonction endothéliale associée à l’HVG secondaire à un cerclage aortique d’une durée
de 60 jours chez le porc, une incubation des artères coronaires épicardiques avec la L-arg
ne restaure pas la réponse à la 5-HT et à la BK, alors qu’un supplément d’un analogue de
la BH4 améliore significativement ces relaxations (Mato et al., 2003 1)• Chez les rats
spontanément hypertendus (Consentino et al., 1998) et chez les patients diabétiques et
atteints d’hypercholestérolémie (Heitzer et aÏ., 2000), l’administration d’un supplément
d’analogue de BI-14 (tétrahydrobioptérine dihydrochioride et tétrahydronéoptérine,
respectivement) diminue la production de 02 et de H202, et elle est accompagnée d’une
augmentation de la production nette de NO’.
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Inhibition de l’activité de la NAD(P)H oxydase
La NAD(P)H oxydase constitue la source prédominante des ERO dans la
pathogenèse de l’HTA, de la maladie vasculaire associée au diabète, de l’athérosclérose,
de l’hypertrophie cardiaque et de l’IC (Cal et Harrison, 2000). Le blocage de la
formation d’un complexe enzymatique entier par inhibition de l’assemblage des
différentes sous-unités, représente un moyen afin de prévenir l’activation de cette enzyme
prooxydante. Le peptide antibiotique PR-39 et le peptide chimérique gp9lds-Tat
inhibent l’association des sous-unités p4
7P0X et gp9J10X Ils diminuent ainsi la
production de ‘02 au niveau des coeurs de rat suite àun épisode d’I/R(Jkeda et al., 2001)
et des aortes de souris hypertendue suite à une injection d’Ang II (Rey et al., 2001). D’un
autre côté, l’apocinine a démontré ses propriétés antioxydantes lorsqu’administrée
oralement chez des rats hypertendus (Beswick et al., 2001) et l’aminoéthyl
benzènesulfono fluoride (AEBSf) inhibe la liaison du cytochrome b558 à la sous-unité
47Ph0x (Diatchuk et al., 1997).
L’Ang II, suite à sa liaison aux récepteurs AT1, représente le principal activateur
de la NAD(P)H oxydase et elle augmente l’expression de certaines sous-unités de cette
enzyme (Touyz et al., 2002). Dans l’aorte de rats devenus hypertendus par
l’administration chronique d’Ang II, de grandes quantités de •02 sont produites suite à
une augmentation de l’activité de la NAD(P)H oxydase et ceci se manifeste par une
atteinte des relaxations dépendantes de l’endothélium (Rajagopatan et aÏ., 1996). Ainsi,
les inhibiteurs de l’ECA et les antagonistes du récepteur AT1 représentent deux outils
pharmacologiques visant à empêcher l’activation de la NAD(P)H oxydase.
Les inhibiteurs de l’ECA sont largement utilisés dans le traitement de l’IC et de
l’HTA, et ce pas seulement pour leurs propriétés de diminution de la pression sanguine
(Mancini GB, 2000). Tout d’abord, l’inhibition de cette enzyme empêche la production
de l’ET-l par les CE via la voie de l’Ang II (Luscher et aÏ., 1996) et inhibe la dégradation
de la BK (Dzau VJ 19891 ; CaidweÏt et aÏ., 1976). Il se produit ainsi une augmentation
de la biodisponibilité du N0 et une amélioration des relaxations dépendantes de
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Ï’endothélium. L’administration de quinapril, un inhibiteur de l’ECA, limite le
développement de l’HVG dans un modèle d’augmentation de la post-charge chez le
cobaye, améliore la fonction endothéliale coronaire et augmente la biodisponibilité du
NO• par inhibition de la synthèse des ERO (Beli et al., 2001). Par ailleurs, les inhibiteurs
de l’ECA captopril et zofenapril possèdent des propriétés antioxydantes directes en
neutralisant les ERO, tels le •02. Et le •OH (Chopra et al., 1990).
Dans un modèle d’IC chronique chez le rat, un traitement avec l’inhibiteur
trandolapril améliore également les relaxations dépendantes de l’endothélium au niveau
de l’aorte et normalise l’expression de la eNOS, sans toutefois diminuer la formation
aortique de •02 (Schafer et al., 2004) . L’échec de la capacité de cet inhibiteur à
diminuer le stress oxydatif peut s’expliquer par le fait que, dans ce modèle, la formation
de l’Ang II repose sur une source indépendante de l’ECA. De plus, la structure de
l’inhibiteur ne contient pas de groupement sulfhydryl qui est impliqué dans la
neutralisation directe des ERO (Chopra et aÏ., 1990). Ainsi, cet inhibiteur ne possède ni
la capacité de diminuer la production, ni d’augmenter la neutralisation des ERO.
L’inhibition de l’accès de l’Ang II par un antagoniste des récepteurs AT1 améliore
la fonction endothéliale en restaurant les relaxations dépendantes de l’endothélium. Ceci
survient par une diminution de l’expression des sous-unités de la NAD(P)H oxydase et,
par conséquent, par une diminution du stress oxydatif. Cette diminution de l’expression
enzymatique est démontrée chez des patients hypercholestérolémiques suite à une
administration de candesartan (Wassmann et ai., 2002) au niveau des CE des artères
mammaires des patients atteints de maladies coronariennes (Rueckschtoss et aÏ., 2002) et
au niveau de l’aorte de rats atteints d’une IC suite à l’administration d’irbesartan (Schajer
et aÏ., 2004).
Inhibition de l’activité de la cyclooxygénase et de ta xanthine oxydase
Un traitement de longue durée avec l’acide acétylsalicylique (AAS), un anti-
inflammatoire et un inhibiteur de la COX, réduit la production de •02 d’une manière
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dépendante de la concentration. Ceci a été démontré au niveau de l’aorte et des
CML
aortiques en culture de rats normotendus et spontanément hypertendus (Wu et ai., 2002)
suite à la diminution de l’activité de la NAD(P)H oxydase tissulaire. Au niveau ex vivo,
l’amélioration des relaxations dépendantes de l’endothélium par stimulation à l’A
Ch,
suite à l’administration d’AAS, s’explique par une diminution de la concentration
des
prostanoïdes vasoconstricteurs ainsi que par une diminution du stress oxydatif Les
effets
bénéfiques de l’AAS au niveau de la dysfonction endothéliale ne peuvent don
c être
attribués seulement à son activité anti-inflammatoire et inhibitrice de la COX
mais
également à son activité inhibitrice de l’activité de la NAD(P)H oxydase (Wzi et al.,
2002).
L’allopurinol, un inhibiteur de la XO, améliore la fonction endothéliale chez le
s
patients avec IC chronique et il diminue les niveaux de stress oxydatif (Farquharson et
al., 2000). Ce même effet bénéfique a été démontré chez les patients diabétiques de type
II avec une hypertension modérée (Butier et al., 2000). L’oxypurinol, un autre inhibiteur
de la X0, améliore également les relaxations dépendantes de l’endothélium
chez des
sujets hypercholestérolémiques sans toutefois les normaliser suggérant que d’autres
sources des FR0 sont impliquées dans cette pathologie (Cardillo et aÏ., 1997).
Augmentation de l’activité antîoxydante
Supplément d’antioxydants endogènes (SOD, CAT et GPx)
Les stratégies visant à diminuer Je stress oxydatif par une augmentation
des
niveaux de Cu/Zn SOD se sont montrées décevantes, probablement
en raison de
l’incapacité des antioxydants à rejoindre le compartiment cellulaire hôte qui génère les
ERO. Par contre, de nombreux mimétiques de la SOD possèdent la capacité
de traverser
la membrane cellulaire, de diminuer le stress oxydatif et d’améliore
r la fonction
endothéliale (Fontana et al., 1999). EUK-8 et Tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-
tetraméthylpipéridinyloxy), deux mimétiques stables de la SOD, sont des neutralisateurs
de •02 et ils réduisent les dommages causés par le •02 au cours de
l’I/R (Xu et al., 2004
Schnackenberg et al., 1998). Le Tempo! renverse également la dysfonction endothéliale
au niveau des aortes de rat diabétique par son pouvoir antioxydant
(Haj-Yehia et al.,
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1999). Le mimétique de la MnSOD, le M40403, renverse la dysfonction endothéliale
dans les aortes de rat ApoE -I- en supprimant de façon significative la quantité de •02, ce
qui améliore la vasodilatation dépendante de l’endothélium à un niveau comparable aux
anneaux témoins (Jiang et aÏ., 2003).
Dans un modèle porcin d’HVG secondaire à un cerclage aortique d’une durée de
60 jours, une incubation des artères coronaires épicardiques avec les antioxydants SOD et
CAT améliore les relaxations dépendantes de l’endothélium (Malo et al., 2003
1)• La
même combinaison améliore les relaxations des artères pulmonaires bovines soumises à
une greffe aorto-pulmonaire suite à une stimulation avec le calcium ionophore A-23187
(Steinhorn et aÏ., 2001). L’administration seule de la CAT au cours de la période
hypoxique d’une hypoxie/réoxygénation protège les cellules cardiaques contre le
dommage dû au H202 (Myers et al., 1985). La thérapie génique, suite à un transfert de la
CAT par un adénovirus, diminue le stress oxydatif ainsi que la mort cellulaire des CE
humaines de veine ombilicale comparativement aux témoins lors d’une exposition au
H202 (Erzurum et al., 1993).
La surexpression de la GPx restaure le phénotype normal des CE lors d’un état
d’hyperhomocystéinémie qui est caractérisé par une diminution de l’expression de
l’enzyme GPx. De fait, la transfection de GPx dans les CE aortiques bovines à l’aide
d’un adénovirus diminue la concentration de 02, améliorant ainsi la biodisponibilité du
NO• et les relaxations dépendantes de l’endothélium t Weiss et ai., 2001).
Vitamines C et E
La vitamine C endogène, ou acide ascorbique, est localisée dans les
compartiments cytoplasmiques et mitochondriaux. Son administration exogène augmente
l’activité de la eNOS et la production subséquente de NO., elle neutralise les ERO dans
un modèle de SHR (Newaz et aÏ., 1999) et elle diminue l’activité de la NAD(P)H oxydase
dans les aortes de rat (CJÏker et aÏ., 2003). De plus, un traitement à long terme de souris
ApoE -I- avec l’acide ascorbique résulte en une diminution des concentrations de BH2 et
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en une amélioration du ratio BH4fBH2 (D ‘Usclo et al., 2003). Chez les sujets
hypertendus, une perfusion intra-artérielle d’acide ascorbique améliore tes relaxations
dépendantes de l’endothélium au niveau périphérique et des artères coronaires (Taddei et
aï., 199$).
La vitamine E, ou Œ-tocophérol, est un antioxydant endogène lipophile, présent
dans les LDL ainsi que dans les membranes cellulaires (Burton et Ingold 1989). Elle
possède une capacité de neutralisation du •02 et de diminution de la production du H202
(Leibler DC, 1993). Un supplément diététique administré à des modèles expérimentaux
d’hypertension, tels. les SFIR, diminue la peroxydation des lipides dans le plasma et les
vaisseaux et améliore le statut antioxydant total (Newaz et aÏ., 1999). Un supplément de
vitamine E améliore également la fonction endothéliale au niveau de la circulation de
l’avant-bras de patients diabétiques, hypercholestérolémiques et atteints d’une maladie
cardiovasculaire (Britten et aÏ., 1999). De plus, une exposition de 24 heures à la vitamine
E d’aortes de rats augmente l’activité de la eNOS et atténue celle de la NAD(P)H
oxydase ([uïker et al., 2003). Par contre, l’administration de la vitamine E seule est
potentiellement néfaste puisqu’elle peut être oxydée en radical tocophéroxyl, un radical
qui augmente la peroxydation des lipides (Landmesser et Harrison, 2001). Ainsi, la co
administration de la vitamine E avec un second antioxydant qui empêchera cette
conversion, telle la vitamine C, constitue une alternative logique.
Dans un modèle d’hypertension chez le rat, la combinaison des vitamines C et E
améliore les relaxations dépendantes de l’endothélium suite à une diminution du stress
oxydatif vasculaire. Cette amélioration du potentiel redox survient suite à une diminution
de l’activité de la NAD(P)H oxydase concomitante à une augmentation de l’activité
antioxydante de la SOD (Chen et aÏ., 2001). De plus, la co-administration des deux
vitamines stimule l’activité de la eNOS par une augmentation intracellulaire de la BI-I4,
favorisant ainsi la synthèse du NO. (Chen et aÏ., 2001). Malgré les évidences démontrant
les effets antioxydants des vitamines C et E chez les animaux et chez l’homme, des
études cliniques randomisées ont produit des résultats décevants. En effet, les études
« the Heart Outcomes Prevention Evaluation » (Yusuf et al., 2000), «the Heart Protection
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Study» (Heart Protection Study Collaborative Group, 2002) et « the Primary Prevention
Proj ect » (Collaborative Group of the Primaiy Frevention Froject, 2001) n’ont démontré
aucun effet bénéfique de l’administration des vitamines C et E chez les patients atteints
d’une maladie cardiovasculaire.
Autres approches thérapeutiques
Des études épidémiologiques suggèrent qu’un traitement hormonal aux
oestrogènes réduit la mortalité et la morbidité associées aux maladies cardiovasculaires.
De fait, l’administration d’estrogène chez les femmes ménopausées améliore la fonction
endothéliale vasodilatatrice des artères coronaires de résistance et épicardiques (Giligan
et aï., 1994). Plusieurs études animales ont également démontré des effets favorables des
oestrogènes au niveau du système cardiovasculaire (Huang et al., 2000). Cependant, le
mécanisme bénéfique impliqué demeure controversé: certains voient la diminution de la
production de •02 comme cause première (Barbakanne et aÏ., 1999) alors que d’autres
supportent l’augmentation de l’expression de la eNOS (Huang et aÏ., 2000). Par ailleurs,
contrairement à ces résultats, une étude clinique randomisée récemment publiée (Heart
and Estrogen Progesterone Replacement Study) n’a démontré aucun effet
cardiovasculaire bénéfique pour le supplément hormonal d’estrogène chez les femmes
ménopausées (Huttey et al., 1989).
L’administration intra-artérielle de NAC améliore les relaxations dépendantes de
l’endothélium d’artères coronaires et périphériques de patients athérosclérotiques
(Andrews et aÏ., 2001). Cette amélioration s’explique par une diminution du stress
oxydatif suite 1) à une élimination directe des radicaux hydroxyls (Andrews et ai., 2001)
et 2) à une diminution des niveaux plasmatiques d’homocystéine t Wiklund et aï., 1996),
un acide aminé qui induit une exacerbation du stress oxydatif lorsqu’il est surexprimé
(Sochman J 2002). D’un autre côté, le glutathion réduit cytosolique neutralise les
radicaux libres et détoxifie les ERO produits par le métabolisme oxydatif normal. Dans
un modèle expérimental d’athérosclérose, les niveaux tissulaires de glutathion réduit au
niveau de l’aorte thoracique de lapin sont diminués, rendant la paroi vasculaire plus
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susceptible à une atteinte par le stress oxydatif (Ma et aÏ., 1997). L’OCT (acide L-2-
oxothiazolidine-4-carboxilique) est un agent qui augmente les concentrations
intracellulaires vasculaires de GSH et qui favorise la production et/ou la biodisponibilité
du NO. dans les artères brachiales de patients atteints d’athérosclérose (Vita et aÏ., 1998).
Le carvedilol, un bloqueur non-spécifique des récepteurs f3-adrénergiques,
constitue un puissant antioxydant qui possède des propriétés de neutralisation des ERO et
qui est utilisé dans le traitement de l’hypertension, de l’angine et de l’IC (RuffoÏo et
Feuerstein, 1997). La lacidipine, le plus puissant des antagonistes des canaux calciques,
possède également des capacités antioxydantes. Ceci a été démontré dans un modèle de
CE humaines de veine ombilicale en culture où l’antagoniste diminuait la production des
ERO induite par les LDL oxydées (Cominacini et al., 1998). L’acide urique est aussi un
antioxydant, par sa capacité de neutraliser le ONOO- et d’améliorer les relaxations
dépendantes de l’endothélium suite à une stimulation par l’Adi chez les souris ApoE -/-
(Lauersen et aÏ., 2001). L’acide urique a également fait ses preuves chez les patients
avec une hypercholestérolémie familiale en améliorant la fonction endothéliale suite à
son administration aiguê ou chronique (Verhaar et ai., 1998). Dans un modèle d’C
secondaire à la ligature d’une coronaire chez le rat, un antagoniste sélectif des récepteurs
ETA améliore les relaxations dépendantes de l’endothélium en diminuant l’activité de la
rénine et la formation subséquente de •02 (Bauersachs et aÏ., 2000).
Statines
Les statines sont de puissants inhibiteurs d’une étape limitante de conversion d’un
intermédiaire dans le processus de synthèse du cholestérol, soit le 3-hydroxy-3-
méthylglutaryl coenzyme A (HJvIG-CoA) en mévalonate. Plusieurs études cliniques ont
démontré que l’inhibition de la réductase de FIIvIG-CoA par les statines diminue
considérablement l’incidence des évènements cardiovasculaires chez les individus
atteints d’hypercholestérolémie (4S, 1994). D’autres études ont démontré une
normalisation de la fonction endothéliale suite à l’administration des statines et ce,
précocément et indépendemment de la diminution des niveaux sériques de cholestérol. À
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titre d’exemple, une amélioration de la fonction endothéliale survient 3 heures suite à un
bolus de cérivastatine chez des patients normocholestérolémiques alors qu’il n’y a à ce
moment aucune variation des niveaux de cholestérol (Omori et al., 2002).
Les statines possèdent plusieurs effets pléiotropiques au niveau de la fonction
endothéliale. En premier lieu, ces inhibiteurs de la HIvIG-CoA réductase augmentent la
production de NO. par une stimulation et une régulation positive de la eNOS. Cette
régulation de la eNOS se fait par une prolongation de la demi-vie de l’ARNm plutôt que
par une augmentation de la transcription génique (Laz et Liao, 1998). De plus,
l’atowastatine induit une diminution des niveaux de CaV-l, augmentant ainsi l’activation
de la eNOS et la production de NO. (feron et al., 2001). Finalement, les statines
inhibent l’expression de l’ET-l par une inhibition de l’expression de l’ARNm de la pré-
pro-ET-1, tel que démontré par l’action de la simvastatine au niveau des CE aortiques
bovines (Hernandez-Ferera et al., 1998).
L’effet antioxydant est donc relié à un de ces trois mécanismes par lesquels les
statines améliorent la fonction endothéliale. Le métabolite hydroxy de l’atorvastatine
constitue la seule molécule de toutes les statines qui possède la capacité de neutraliser
directement les ERO par un mécanisme de protonation (Freston et al., 2004). Les autres
statines ont un impact sur la diminution de la production ou de la biodisponibilité des
ERO, en diminuant l’activité prooxydante ou en augmentant le statut antioxydant. De
fait, l’atorvastatine atténue la production de radicaux libres induits par l’Ang II au niveau
des CML en modulant négativement l’expression du récepteur AT1 (Wassmann et aï.,
2001). De plus, cette statine diminue l’expression de l’ARNm des sous-unités p220X et
noxi de la NAD(P)H oxydase au niveau des CML d’aorte de rats témoins et
spontanément hypertendus (Wassrnann et ai., 2002f). Plusieurs autres statines ont montré
un impact négatif sur l’assemblage et/ou l’activité de la NAD(P)H oxydase : pravastatine
<cérivastatine <lovastatine < fluvastatine < simvastatine (DeÏbosc et ai., 2002). Du côté
des enzymes antioxydantes, l’atorvastatine augmente l’expression protéinique et de
l’ARNm de la CAT dans les aortes d’un modèle SFW, alors que l’expression de la SOD
et de la GPx demeurent inchangées t Wassmann et aï., 20021).
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En plus de diminuer l’oxydation des lipides par une diminution de l’expression
des sous-unités et de l’assemblage de la NAD(P)H oxydase, les statines diminuent les
niveaux sériques de LDL disponibles pour l’oxydation (Preston et aÏ., 2004). Dans un
modèle d’hypercholestérolémie chez le lapin, la fluvastatine administrée à une dose
insuffisante pour diminuer les niveaux plasmatiques de cholestérol a tout de même induit
une diminution de la susceptibilité des LDL à être oxydées ex vivo par le cuivre (Rikitake
etat., 2001).
Probucol
Le probucol (4,4’ -isopropyl idenedithio-bis(2, 6-di-tert-butylphenol) est un
antioxydant synthétique mis sur le marché dans les années 60 par la compagnie Dow
Chemical Co (Figure 9). Il possède une structure qui partage peu de ressemblance avec
les autres agents hypolipémiants mais qui ressemble à l’hydroxytoluène butylée, un
antioxydant grandement utilisé dans les suppléments alimentaires (Tardif e! Bonrassa,
2000). Le probucol a largement été étudié pour ses propriétés au niveau de l’inhibition
de la resténose suite à une angioplastie chez l’homme à l’aide d’un ballonet (Tardif et al.,
1997). Son mécanisme d’action repose sur l’induction d’un remodelage positif plutôt que
sur l’inhibition de l’hyperplasie néointimale. Plus précisément, le probucol diminue
significativement la perte du gain de la lumière du vaisseau suite à l’angioplastie par une
amélioration de l’élargissement compensatoire du vaisseau, tel que démontré par
l’élargissement de l’aire de la membrane élastique externe plutôt que par une inhibition
de la prolifération des CML au niveau de l’intima (Côté et al., 1999). Le probucol a un
effet positif sur la resténose lorsque son administration est débuté avant l’angioplastie, tel
que démontré dans l’étude Multivitamins and Probucol suite à un traitement débutant 30
jours avant l’intervention et pour une durée de 6 mois (Tardf et al., 1997). Par contre,
une seconde étude clinique a démontré qu’une administration initiée 3 jours avant la
chirurgie n’apporte aucun effet bénéfique comparativement au groupe placebo (Kim et
aÏ., 2002). Ceci peut être expliqué par l’accumulation lente du probucol au niveau des
tissus, nécessitant une période d’administration pré-opératoire plus longue que 72 heures
afin d’avoir une protection efficace contre les effets néfastes immédiats d’une
angioplastie (Reaven et al., 1992).
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Le probucol possède un effet hypolipémiant, tel que démontré par sa capacité de
diminuer les niveaux circulants de LDL (par une modification des caractéristiques des
LDL, induisant une augmentation de leur catabolisme), de I-DL (lipoprotéines de haute
densité; augmentation du transport inverse du cholestérol des tissus périphériques au
foie), de cholestérol total et des triglycérides (Kim et ciL, 2002; Reaven et cxl., 1992;
Kakuta et al., 1994 ; Fost et aÏ., 1994; Schneider et aÏ., 1993 ; Daida et al., 2000). Par
contre, cette capacité n’est guère impliquée dans la modulation favorable du vaisseau
suite à l’angioplastie (Kim et aÏ., 2002), ni dans l’inhibition de la progression de
l’athérosclérose chez les lapins Watanabe génétiquement hypercholestérolémiques (Berk
et ai., 1989). De fait, le probucol agit à ces deux niveaux par sa capacité de ré
endothélialisation (Yokoyama et al., 2004), d’inhibition de la sécrétion de l’interleukine-l
par les macrophages (Anderson et aL, 1995) et surtout par ses propriétés antioxydantes
(Rajagopalan et al., 1996’) telles que la prévention de l’activation des macrophages
(Anderson et al., 1995) et des métalloprotéinases (Yamarnoto et aÏ., 1988), de l’oxydation
des LDL (Chang et al., 1995) et du développement d’une dysfonction endothéliale
(Steinberg D,, 1986).
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Figure 9. Structure moléculaire du probucol
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Le probucol possède un impact antioxydant au niveau cardiaque. De fait, un
traitement de 1 mg/kgld pour $0 jours entraîne une amélioration de plusieurs processus
régulés par le potentiel redox dans un modèle d’IC suite à la ligature de l’artère coronaire
antérieure gauche chez le rat. Ces effets incluent une diminution partielle de la fibrose et
de l’apoptose cardiaques, une inhibition de l’hypertrophie des cardiomyocytes, une
diminution de la dilatation ventriculaire et une amélioration du remodelage du ventricule
gauche (Sia et aÏ., 2002). Chez la souris avec une double mutation nulle du récepteur
neutralisateur des T-DL et de l’apolipoprotéine E, l’administration quotidienne d’une
diète faible en gras supplémentée de probucol (0,5% du poids de l’animal) diminue la
fibrose cardiaque,l’épaisseur de la paroi libre et la masse du ventricule gauche (Braun et
al., 2003). Dans un modèle d’TJR chez le rat, le traitement antioxydant quotidien de 1%
du poids de l’animal pour un 1 mois diminue la sévérité de la dysfonction diastolique du
ventricule gauche due aux ERG au cours de la reperfusion (Rabkïn et al., 2003).
Finalement, l’amélioration du remodelage et de la fonction du ventricule gauche est
également observée dans un modèle canin de stimulation électrique ventriculaire (240
battements par minute) lors d’une administration de 100 mg/kg!jr pour une période de 4
semaines (Nakamura et al., 2002).
L’administration du probucol chez le lapin hypercholestérolémique améliore les
relaxations aortiques dépendantes de l’endothélium suite à une stimulation à l’ACh et il
est sans effet chez les témoins. Cette restauration de la fonction endothéliale résulte
d’une neutralisation directe du •02 par les groupements phénols du probucol (Figure 9)
et d’une augmentation conséquente de la biodisponibilité du NO. pour les CML (moue et
aÏ., 1998). Cette neutralisation du •O2 par le probucol est aussi observée in vitro dans les
cardiomyocytes hypertrophiés de rats néonataux (Nakagami et aÏ., 2003). Le probucol
préserve également la fonction endothéliale par une diminution des niveaux de
l’inhibiteur endogène de la eNOS, l’ADMA (Jiang et aÏ., 2002), sans influencer la
sécrétion basale d’ET-l (Chen et al., 199$).
Du côté des enzymes prooxydantes endogènes, le probucol module négativement
l’expression de la sous-unité p22PhI0X de la NAD(P)H oxydase des CML aortiques des
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lapins hypercholestérolémiques (Itoh et aL, 2002). Dans ce même modèle, Itoh et al
(2002) ont démontré que l’expression de la eNOS était diminuée de 90 % en présence
d’hypercholestérolémie et qu’un traitement à l’aide du probucol restaure complètement
l’expression de l’enzyme (Itoh et aÏ., 2002). Du côté des enzymes antioxydantes
endogènes, le probucol favorise une diminution du stress oxydatif et une amélioration de
la fonction endothéliale. Dans la cardiomyopathie du rat induite suite à l’administration
de l’adryamicine, le probucol augmente l’activité de la SOD et de la GPx myocardiales
sans modifier celle de la CAT (Li et al., 2000). De plus, dans un modèle d’IC induite par
une injection d’isoprotérénol chez le rat, le probucol augmente l’expression myocardiale
de la GPx sans toutefois modifier la SOD (EÏ-Demerdash et al., 2005).
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Hypothèses et buts
L’HVG représente un mécanisme d’adaptation par lequel le coeur,
indépendamment de l’étiologie, normalise temporairement la pression au niveau de ses
parois afin de préserver sa fonction ventriculaire. Malgré cette compensation, il est
reconnu que les patients avec T{VG ont un mauvais prognostic puisqu’ils ont une plus
grande susceptibilité aux évènements ischémiques, due majoritairement à une
dysfonction endothéliale coronaire (Vassanelli et al., 1993). Tel que démontré dans
plusieurs modèles expérimentaux et cliniques d’HVG, des altérations existent au niveau
des relaxations cardiaques et vasculaires dépendantes de l’endothélium alors que la
réponse aux donneurs de NO. est préservée (MacCarthy et Shah, 2003). Le stress
oxydatif, principalement par l’action de l’anion superoxyde, joue un rôle majeur dans le
développement de l’hypertrophie et dans la dysfonction endothéliale associée des artères
coronaires épicardiques (Cai et aÏ., 2003).
Au cours des cinq dernières années, nous avons développé et documenté un
modèle porcin d’HVG secondaire à un cerclage aortique d’une durée de deux mois. Une
diminution de la production et de la biodisponibilité vasculaire du NO. est associée à ce
modèle d’HVG, tel que démontrée par une diminution des relaxations dépendantes de
l’endothélium des coronaires épicardiques (Malo et aL. 2003). Cette dysfonction est
accompagnée d’une augmentation des niveaux de ONOO- et est améliorée par
l’administration exogène d’un analogue du BH4 et des antioxydants SOD et catalase
(Mato et al., 20031). Ces observations impliquent qu’il y a une diminution de l’activité
antioxydante endogène et/ou une augmentation des niveaux des ERO. Nous avons donc
émis l’hypothèse qu’un traitement antioxydant améliorerait la fonction vasculaire
épicardique ainsi que l’HVG.
Les objectifs de cette présente étude étaient d’évaluer dans un premier temps les
modifications morphologiques et histologiques associées au stress oxydatif et au niveau
cardiaque et d’étudier les variations de la réactivité et de la fonction endothéliale
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vasculaire dans un modèle porcin d’HVG. Le deuxième objectif était d’évaluer l’impact
d’un traitement antioxydant avec le probucol sur les modifications du ventricule gauche
et la fonction endothéliale des artères coronaires épicardiques.
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ABSTRACT
Background: Left ventricular hypertrophy (LVII) affects approximately 30% of patients
above 60 and ïncreases the risk of cardiac events. Oxidative stress, mainly by the action
of the superoxide anion (02), plays an important role in the development of the cardiac
and vascular endothelial dysfunction associated with LVH. Thus, therapeutic
intervention with antioxidant drugs, such as probucol, may be beneficial in order to limit
or reverse the endothelial dysfunction associated with the development of LVH.
Methods: LVII was induced by performing an aortic banding on two month old swine.
The control group (group 1) was submitted to thoracotomy without aortic banding
whereas untreated aortic banded group (group 2) received a placebo for 60 days. The
third group received probucol (1000 mg/day orally) from the day of the banding for 60
days. The fourth and fifth groups received probucol from day 30 and 60 after banding
respectively, for 30 days. The degree of LVII was assessed by serial echocardiographic
studies. Vascular reactivity studies were performed in standard organ chamber
experiments, by constructing concentration-response curves to serotonin and to
bradykinin. In vitro endothelial function was evaluated by nitrites/nitrates and cGMP
quantification. In order to quantify and qualify oxidative stress, lipid peroxidation,
superoxide dismutase antioxidant activity as weIl as angiotensin II levels were assessed:
Resutts: Following 60 days of aortic banding, a significant increase in left ventricle/body
weight ratio was observed in the untreated group, confirming the development of LVII
(p<O.O5). Compared to the untreated group, a sïgnificant decrease of LVII was observed
in the three groups treated with probucol (p<O.O5). Moreover, histological studies
demonstrated a significant decrease in left ventricle interstitial fibrosis and in
cardiomyocyte hypertrophy in treated groups comparatively to the untreated aortic
banded group (p<O.O5). Dose-response curves from rings of epicardial coronary arteries
of the three probucol groups showed a significant ïmprovement in endothelium
dependent relaxations mediated by Gi and Gq protein pathways (p<O.O5 for both agoni sts
vs untreated aortic banded group). This improvement was associated with increased N0
bioavailability. Probucol treatment decreased the levels of circulatïng Ang II and
hydroperoxides in the three treated groups (p<O.O5 vs untreated group). There was no
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significant variation in vascular antioxidant superoxide dismutase activity between the
untreated and treated groups.
Conclusion: In a porcine model of LVII secondary to aortic banding, the antioxidant
probucol limited the development and induced the regressÏon of LVII and the associated
endothelial dysfunction of epicardial coronary arteries by decreasing oxidative stress and
by increasing NO• bioavailabilïty.
Key words: Left ventricular hypertrophy
— Coronary artery — Endothelîal
dysfunctïon — Oxïdative stress — Probucol
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INTRODUCTION
Increased cardiac afterload caused by aortic stenosis and systemic arterial
hypertension ïnduces several molecular and cellular events leading to adaptative left
ventricular hypertrophy (LVH) (Fareh et al., 1996). LVH affects 23% of men and 33% of
women over the age of 59 years (Savage et aL. 1987) and is associated with adverse
cardiovascular outcomes (Brown et al., 2000). Alteratïons of endothelium-dependent
relaxations induced by acetytcholine, adenosine and substance P have been demonstrated
in LVH in clinical and experimental studïes (Grieve et aL, 2001; Liischer and NolI, 1994;
Treasure et aÏ., 1993). The decrease of endothelium-dependent relaxations mediated by
nitrïc oxide (N0) in animal models of LVH has been attributed to a decreased synthesis
and/or bioavailability of N0 and to the concomitant release of endothelium-derived
contracting factors, such as ET-1 and vasoconstrictor prostanoids (Wattanapitayakul et
al., 2000). Oxidative stress, mainly by the action of superoxide anion (02), also plays
an important role in the development of endothelial dysfunction in LVH (Cai and
Harrison, 2000) and on the cardiomyocyte hypertrophy (Nakagami et al., 2003).
We have previously characterized the endothelial dysfunction of epicardial
coronary arteries in LVH secondary to aortic banding in a porcine model (Malo et al.,
2003f). Alterations of signaling mechanisms in endothelïal celis mainly involve
relaxations mediated through Gi proteins and, to a lesser degree, by Gq proteins. These
observations, combined with a decreased basal level of cyclic guanosine-3’5’-
monophosphate (cGMP) in the coronary walI and a reduction in the plasma nitrite/nïtrate
ratio, reflect the decreased bioavailability of NO• in this model, due to a decreased
production and/or increased destruction or scavenging (Malo et al., 2003’). Moreover, in
the same model, circulating levels of ET-1 are increased, associated with decreased
endothelial ET8 receptors density, which can explain, in part, the increased
vasoconstriction (Desjardins et al., 2005). Finally, plasma concentrations of peroxynitrite
(ONOO-) are increased in this model of LVH, confirming the state of increased oxidative
stress (Malo et al., 20032).
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Acute treatment with the antioxidant enzymes superoxide dismutase and catalase
bas been shown to improve endothelial dysfunction associated to LVH (Malo et al.,
20032). This implies that, in this model, endogenous antioxidant activity ïs insufficient
andior that ROS levels such as •02 and hydrogen peroxïde (H202) are increased.
Therefore, the aim of the present study was to assess the effect of the chain breaking
antioxidant drug probucol on the initiation, progression and reversai of the coronary
endothelial dysfunction associated with LVH secondary to aortic bandïng in a porcine
model.
METHODS
Experimental groups
Twenty-five $ week old Landrace male swine, were randomly divided into five
experïmentai groups. The animais from the control group (Group 1) were submitted to
the thoracotomy without an aortic banding (n=3). The untreated aortic banded group
(Group 2) received a placebo (400 mglday per os) for 60 days, starting on the day of the
surgery (n=3). The first activeiy treated group (Group 3) was treated with probucoi (1000
mg/day orally) (Côté et al., 1999; Yokoyama et al., 2004) from the day of banding for 60
days (n=5). The two other treated groups (Groups 4 and 5 respectively) were started on
probucol on days 30 and 60 post-banding respectively, for a 30 day period (n=7 for both)
(Table 1). Experiments were performed in compliance with recommendations of the
guidelines on the care and use of iaboratory animais issued by the Canadian Council on
Animal Research and the guidelines of the Animai Care, and the experimental protocol
was approved by a local commiftee.
Surgical procedure
$wine were anesthetised by an intramuscular injection of a mixture of ketamine
(20 mg/kg; Rogarsetic, Toronto, ON) and xylazine (2 mg/kg; Rompun, Cambridge, ON).
Artificial ventilation with an oxygen/air mixture was provided throughout the surgicai
intervention in order to maintain an arterial oxygen saturation of 95% and an anesthesia
was induced by isoflurane 1% v/v (Halocarbon Laboratorïes, NJ, USA). Respiratory
control was assured by frequent determinations of arterial biood gases and acidosis was
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baianced with 8.4% sodium bicarbonate (Abbott Laboratories, QC, CA). Haïr was
shaved in the operative fieid and the skin was disinfected with a surgicai scrub and a
chiorexidine 0.5% solution. A catheter was placed in an auricular veïn for administration
of antibiotics at the beginning of surgery (Excenel 0.06 mi/kg; Pharmacia & Upjohn,
Orangeville, ON) and for intravenous fluid infusion during surgery. Arterial cannutation
was performed through the right femoral artery for blood pressure analysis and a rectal
probe was used for monitoring the temperature.
The chest was entered through a ieft anterior thoracotomy in the third intercostal
space and the aortic banding was performed by gently tying an umbilical tape around the
aorta, 3 cm above the coronary ostia, in order to obtain a systolic peak gradient of at Ieast
15 mmHg. The pericardium and chest were closed in multiple layers. An intramuscular
injection of an anaigesic (Buprenorphine, 0,6 mg/ml; Reckitt Benckiser Heaithcare
Limited, Dansom Lane, UK) was given at the end of the surgery and the animais were
ieft to recover in temperature-controiied quarters. Swine were treated with the antibiotic
Excenel (0.06 ml/kg) for the 2 foilowing days and were fed a standard piglet chow. For
the following days, additional doses of analgesic (Buprenorphine, 0,3 mg/ml) were given
to animais that had not compietely recovered from surgery.
LVH assessment
Echocardiographic studies
Swine were sedated (see above) for transthoracic echocardiograms performed
before the surgery, for baseiine data, and at the end of the treatment, before the sacrifice.
A $3 probe (ranging from 1.6-3.2 Mhz) with a standard echocardiographic system (Sonos
5500 Hewlett-Packard, Andover, MA, USA) were used. Ascending aorta dimensions at
the banding area, 5 mm both proximai and distal away from the banding were measured
in the parastemai long axis view. Continuous Wave Doppler was used in a modified ieft
ventricuiar apical long axis view to foliow the peak veiocity and gradient across the
banding. A 2-D guided M-mode study of the left ventricle and two-dimensional apical
four- and two-chamber views were performed and recorded on videotape for off-line
measurements. The thickness of the interventricular septum (IVS) and left ventricular
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posterior walI (LVPW) were measured on M-mode at end-diastole using the average of
three cardiac cycles. Left ventricular mass was calculated using the following formula:
left ventricular mass = 1.05 [(D + LVPW + lyS)3 — D3]
- 14 g, where D represents the left
ventricular cavity end-diastolic diameter.
Histologicat studies
Following removal of the heart and coronary harvesting, 6 surgical biopsies were
taken from the free left ventricle and the septum. They were then fixed in 10% buffered
formalin, embedded in paraffin and cut in 4 m thick sections for histological
documentation of LVfl. Each section was selected by an experienced cardiovascular
pathologist blinded to the treatment. Cardiomyocyte hypertrophy (cardiomyocytes
transversal area: approximately 600 cells/animal, in the septum and the LV free wall) as
well as interstitial fibrosis (collagen I content) were determined using HPS and sinus red
stain, respectively. Images were taken with a Sony DKC-5000 camera mounted on a
BX6O microscope and opened with the program Adobe Photoshop 5.02. Quantification
was done with the program Scion Image version 1.63.
$acrflce and coronarv harvesting
After their respective period of treatment, swine from the five groups were
anesthetized using the same approach as descnibed previously. Sacrifice was performed
by exsanguÏnation through a median sternotomy. The heart was removed, weighed for
heart to body mass ratio and rapidly placed in a modified Krebs-bicarbonate solution
(composition in mmol/L: NaCI 118.3, KCI 4.7, CaCl2 2.5, MgSO4 1.2, KH2PO4 1.2,
NaHCO3 25, EDTA 0.026, Dextrose 1 1.1; control solution) for harvesting of coronary
arteries. The left anterior descending, the left circumflex and right epicardial coronary
arteries were dissected free from adherent fat and connective tissue, and were divided
into rings 4 mm in length.
Vascular reactivii’’ studies
Rings were then placed in organ chambers filled with the Krebs-bïcarbonate
solution (20 ml), maintained at 37°C and oxygenated with a mixture of 95% 02 / 5% C02.
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The rings were suspended between two metal stirrups, one connected to an isometric
force transducer. Data were recorded on data acquisition software (10S3, Emka Inc.,
Paris, france). After 30 minutes of stabilization, tension on rings was progressively
increased to the optimal tension of its active length-tension curve (approximately 3,5 g),
as determined by measuring the contraction to potassium chloride (KC1; 30 mmol/L) at
different levels of stretch. A maximal contraction was determined with KC1 (60 mmol/L)
and the baths were then washed. Rings were excluded if they failed to contract with
potassium chloride (exclusion rate of less than 5%). Afterwards, ah studies were
performed in the presence of indomethacin (10 mol/L; to prevent the endogenous
production of prostanoids), propranolol (10-v moh/L; to prevent the activation of F3-
adrenergic receptors) and ketanserin (106 mol/L; incubated 45 minutes before the
addition of serotonin to antagonize smooth muscle cell serotonin 5-HT2 receptors). After
45 minutes of stabihization, prostaglandin F2 (range 2X106 to mol/L) was added to
achieve contraction averaging 50% of the maximal contraction to KC1 (60 mmol/L).
Endothetium-dependent relaxations
The NO mediated-relaxation pathway was studied by constructing concentration
response curves to serotonin (5-HT; 1Cï1° to i05 mol/L, an agonist binding to endothelial
5-HTID receptors coupled to Gi-proteins) and to bradykinin (BK; 1012 to 106 mol/L, an
agonist binding to endothehial B2 receptors coupled to Gq-proteins leading to the release
of NO and EDHF).
Assessment ofendothelialfunction
Plasma nitrite and nitrate (NOs) levels
NO• production from eNOS was assessed from NO levels present in plasma
samples of aortic banded treated and untreated groups and controls. Blood samples were
drawn before sacrifice from swine coronary sinus in EDTA to prevent coagulation and
were then centrifuged at 4 000 rpm for 15 minutes at 4°C. The isolated plasma was
consequently frozen in liquid nitrogen and kept at -70°C until analysis. Nitrite (NO2-)
was reduced to NO• using iodïde and acetic acid whereas both nitrate (N03) and NO2
were reduced using vanadium (III) and hydrochloric acid. A Serviers 280 NO analyzer
7$
(Serviers Instruments Inc., Boulder, CO, USA), combined with the NO• anaIysis-liquid
program, was used to obtain the nitrite and nitrate concentrations in the different samples.
Coronary artery cyclic GMP tevels
Basal cGMP levels in epicardial coronary arteries of controls and swine submitted
to aortic banding, treated and untreated, were measured to assess NO• bioavailability.
Following vessels harvesting, a few segments were frozen in Iiquïd nitrogen and stored at
-70°C until measurements of cGMP levels. The samples were subsequently pulverized,
resuspended in trichioroacetic solution (TCA; 6.25% w/vol) in order to precipitate tissue
membranes and centrifuged at 3 000 rpm for 15 min at 4°C. The supernatants were then
washed with diethylether to preserve cGMP and eliminate TCA. Finally, the washed
supernatants were heat dried with nitrogen to obtain purified cGMP. cGMP levels were
measured using a non acetylation enzyme immunoassay (EIA) system based on rabbit
anti-cGMP antibody (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, Qc, Canada). The
levels were adjusted to the quantity of proteins measured in the tissue usïng the Bradford
microassay technique (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Assessment ofoxidative stress
Plasma angiotensin II levets
Plasma samples were collected before sacrifice from the coronary sinus and
immediately centrifuged at 1,000 x g for 15 min at 4° C. The reversed phase method
with columns packed with phenylsilylsilica was perfonned for plasma sample extraction.
Quantitative measurements of angiotensin II were assessed using an 1%-angiotensin II
radioimmunoassay kit (Angiotensin II Radioimmunoassay, ALPCO Diagnostic,
Windham, NH, USA).
Plasma tipid hydroperoxide levets
Plasma samples, drawn from coronary sinus before sacrifice, were mixed 1:1 with
the extract reagent saturated with methanol and vortexed. Cold chloroform (1 ml) was
added to each tube and the solution was centrifuged at 1,500 x g for 5 min at 0° C. The
bottom chloroform layer was carefully removed and used for lipid peroxidation
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assessment with a commercial kit (Lipid Hydroperoxide Assay, Cayman Chemicals, Ann
Arbor, MI, USA).
Vascular $OD
Epicardial coronary arteries were homogenized in HEPES buffer (20 mM, pH 7.4,
containing 1 mM EGTA, 210 mM mannitol and 70 mM suçrose) and centrifuged at 1,500
x g for 5 min at 4°C. The supernatant, containing both cytosolic and mitochondrial
CuIZn-, extracellular and Mn-SOD, was removed frozen at -80°C until analysis. The
activity of the antioxidant enzyme was then assessed with a commercial kit (Superoxide
Dismutase Assay, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA).
Drugs
AIl solutions were prepared daily. 5-hydroxytryptamine creatinine sulfate
(serotonin), bradykinin, chloroform, EDTA, indomethacin, ketanserin, probucol,
propranolol, prostaglandin F2a, mannitol and methanol were purchased from Sigma
(Oakville, ON, Canada). EGTA was purchased from MP Biochemicals (Aurora, OH,
USA) and sucrose from EMD Chemicals (Gibbstown, NJ, USA). The placebo was
purchased from ODAN Laboratoires Ltée (Montréal, Qc, Canada).
Statistical analvsis and data interpretation
Relaxations and contractions are expressed as a percentage of the maximal
contraction to prostaglandin F2 for each group and presented as mean ± standard error of
the mean (SEM). ANOVA studies were performed to compare concentration-response
curves. ANOVA studies followed by Dunnet’s pairwise comparisons, using the untreated
aortic banded group as reference, were used for the comparison of cardiac fibrosis,
myocyte hypertrophy, basal production of cGMP, plasma levels of NO and angiotensin
II, lipid peroxidation and vascular activity of SOD. A p value less than 0.05 was
considered statistically significant.
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RESULTS
LVH assessment
Echocardiographic studies
The ratio of aorta dimensions was assessed to determine whether the banding
should induce the development of LVH. Aorta diameter at the banding site divided by
aorta diameter distal to banding represents a ratio of the decrease in aorta lumen
dimension and, indirectly, the increase in afterload. In the untreated aortic banding
group, a 40% decrease in the aortic ratio induced the development of LVH 60 days after
surgery whereas the control group had no decrease in the ratio (p=O.00l). Ail treated
groups showed no statistically significant difference in the aortic ratio in comparison with
the untreated group (42.18±4.14%, 45.03±2.89% and 52.36±6.89 for groups 3, 4 and 5
respectively. p>O.O5), suggesting that the development of LVH would have occurred
without probucol treatment (Fable 2). The percentage of increase of the aortic gradient at
the banding site compared to baseline values was not statistically significant different
between untreated and treated groups (mmHg/mmHg: group 2: 60.06±7.5 %, group 3:
55.86±5.03%, group 4: 59.12±6.52% and group 5: 55.09±4.69%. p>O.05). The ratio of
left ventricie/body weight was significantly increased in the untreated group versus
controls (4.59±0.20 vs 3.35±0.21. p<O.O5). Furthermore, the ratio was significantly
smaller in treated groups compared with the untreated group (group 3: 3.26±0.34, group
4: 3.50±0.26 and group 5: 3.45±0.33, p<O.OS vs the untreated group) (Table 2).
Histotogical studies
Hearts from the untreated aortic banded group developed LVH, as assessed by
cardiomyocyte transversal area (189.02±1.44 and 104.45±0.99 m2 for untreated and
control groups respectively, p<O.00l) (Table 3). Treatment with probucol statistically
decreased cardiomyocyte hypertrophy in the three actively treated groups (group 3:
120.92±1.08; group 4: 116.98± 1.09; group 5: 138.46± 1.13 .tm2. p<O.001 vs group 2)
(Table 3). Interstitial fibrosis was approximately 5 times greater in the untreated group in
comparison with the control group (ratio fibrosis!total area in 10 to 12 subendocardïal
fields/animai: 66.81±4.54 (XlOj and 12.45±1.11 (xlOj, p<O.001). In the three
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probucol groups, there was a significant decrease in the left ventricular fibrosis (ratio
fibrosis/total area: 13.15±1.27 (xlOj; 13.04±1.09 (xlOj; 20.04±1.67 (x104) for groups
3, 4 and 5 respectively, p<O.00l vs group 2).
Vascutar reactivitv studies
Endothelium-dependent relaxations
Dose-response curves of coronary rings from the LVH group treated wïth a
placebo demonstrated a statistically significant difference compared to controls (p<O.05),
confirming the presence of an endothelial dysfunction (Figures 1 and 2). On the other
hand, dose-response curves of the rings from the three treated groups showed a
statistically significant increase of relaxations to serotonin (Figures 1) and bradykinin
(Figures 2) (p<O.O5), compared to curves obtained with rings from the LVH untreated
group.
Assessment ofendotheliatfunction
Plasma nitrites and nitrates (NQ) levets
Values obtained from the untreated aortic banding group were significantly
decreased in comparison with the control group, confirming a reduction in N0
production associated with LVH (0.97±0.22 and 2.33±0.31, p<O.001) (Figure 3).
Nitrites/nitrates ratio was statistically increased in groups 3 and 4 (3.23±0.39 and
2.66±0.57 respectively) in comparison to group 2 (pO.00l). The fifth group showed no
significant difference with the untreated group (1.00±0.11).
Coronary artery cGMP levels
Bioavailabilïty of NO, assessed by cGMP levels, was significantly decreased in
the untreated group in comparison with values obtained from controls (16.46±2.72 vs
37.13±4.93 pmol/mg proteins, p<O.O1). The three treated groups showed a significant
increase in vascular cGMP content in comparison with the untreated group (36.09±3.70;
35.40±3.45 and 3 1.30±2.63 for groups 3, 4 and 5, p<0.Ol vs group 2) (Figure 4).
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Assessment ofoxidative stress
Plasma angiotensin II levets
Plasma angiotensïn II levels were increased in the untreated aortic banding group
compared to the control group (33.18±0.61 vs 5.41±2.81 pg/ml respectively, p<O.001)
(Figure 5). Probucol significantly decreased plasma angiotensin II levels in the three
treated groups (6.08±0.8 pg/ml for group 3, 7.26±0.7 pg/ml for group 4 and 13.78±2.87
pg/ml for group 5. p<O.00l vs group 2).
Plasma lipid hydroperoxide levels
In the untreated group, the levels of hydroperoxides were significantly increased
in comparison to the control group (8.18±0.76 tM vs 2.96±0.58 .tM respectively.
p=O.003) (Figure 6). Plasma hydroperoxide levels from the treated groups were
significantly decreased relatively to the untreated groups (3.80±0.62 M for group 3,
4.16±0.51icM for group 4 and 4.55±0.54iM for groupS, p0.008).
Vascutar SOD
The activity of the antioxidant SOD had a trend towards an increase in the
untreated aortic banding group compared to the control group (5.72±0.22 vs 4.02±0.21
UIml, respectively. p=O.O7). There were no significant differences in SOD in the
probucol groups versus the untreated group (Figure 1).
DISCUSSION
The major findings of the present study are that, in this porcine LVH model, the
antioxidant probucol 1) prevented left ventricular hypertrophy and interstitial fibrosis; 2)
significantly improved endothelium-dependent relaxations of epicardial coronary arteries;
3) increased production and bioavailability of nitric oxide; and 4) reduced levels of
plasma angiotensin II, a strong activator of NAD(P)H oxidase.
Oxidative stress, mainly by the action of 02, plays an important role in the
development of cardiomyocyte hypertrophy. In fact, in cultured rat hypertrophied
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cardiomyocytes, the hypertrophy is subsequent to an increased formation of 02 and
activity of NAD(P)H oxidase (Nakagami et al., 2003). Moreover, in a guinea pig model
of pressure overload, the expression of multiple subunits of this prooxidant enzyme is
increased in the myocardium of the left ventricle, generating more 02 (Li et al., 2002).
The antioxidant effects of probucol may explain at least in part its ability to prevent left
ventricular hypertrophy in this model. This scavenging action of probucol has been
demonstrated in vitro, in cultured neonatal rat hypertrophied cardiomyocytes (Nakagami
et al., 2003). Furthermore, NO’ is known to have an antïhypertrophic effect on the
myocardium (Lûscher and Vanhoutte, 1990). In condition of oxidative stress, N0 is
scavenged by •02 so that it is less available for cardiomyocytes. Following antioxidant
therapy with probucol, N0 is more accessible for cardiomyocytes to inhibit
hypertrophy.
The presence of interstitial fibrosis in this porcine model of pressure-overload
LVH was significantly decreased in the three groups treated with probucol. In a rat
model of LVH, the genesis of fibrosis is subsequent to increased O formation
(Nakagami et al., 2003). This observation might explain in part the beneficial impact of
probucol on the development of interstitial fibrosis in the myocardium. In fact, following
left anterior descending artery ligation in a rat model, treatment of $0 days with probucol
1 mg/kg/day partially decreased fibrosis and improved Ieft ventricular remodeling (Sia et
al., 2002).
As demonstrated in a previous study from our laboratory, no statistically
significant difference was present in dose-response curves of rings between untreated and
control groups for endothelium-independent relaxations (sodium nitroprusside, an NO
donor) and for endothelium-dependent receptor-independent relaxations (calcium
ionophore A23 187) (Malo et al., 2003’). Hence, these agonists were flot tested on rings
from the treated groups to assess the impact of probucol on vascular reactivity. On the
other hand, epicardial coronary endothelium-dependent vasodilations are statistically
decreased in the untreated group in comparison to the control group, confirming the
presence of an endothelial dysfunction. The alterations in the endothelial celi signaling
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pathway preferentially involves the Gi protein-mediated relaxations, as demonstrated by
concentration-response curves to serotonin, and moderately the Gq protein-mediated
pathway, as demonstrated by concentration-response curves to bradykinin. Vascular
reactivity is significantly improved in the three treated groups in comparison with the
untreated group. The action of probucol on vascular reactivity has also been
demonstrated in hypercholesterolemic rabbits, following stimulation with acetylcholine,
whereas it has no effect on controls (moue et al., 1998). This improvement in
endothelium-dependent relaxations could be explaïned in vitro by the increase in N0
bioavailability for VSMC, demonstrated by the increase in vascular cGMP content.
The rapid regression of LVH and of the associated endothelial dysfunction even
when probucol was started 60 days after banding (group 5) may be linked to the
neutralization of •02 by its phenol groups. In fact, NO• production was flot significantly
increased in these animals compared with the untreated group whereas its bioavailability
was restored, suggesting decreased scavenging of •02 by NO•. VSMC possess the same
capacity to respond to N0 in epicardial coronary arteries of LVH and control groups,
demonstrated by similar concentration-response curves to SNP (Malo et aï., 20031). In
this way, the restoration of N0 bioavailability was sufficient to obtain a comparable
improvement in vascular reactivity in the three treated groups compared with the
untreated group as the downstream cascade is intact in VSMC. Cardiac hypertrophy has
been shown to be mediated by 02 (Nakagami et al., 2003). Our results show that
oxidative stress is required not only for the induction but also for the maintenance of
LVH. This raises the intriguing possibility that a powerful synthetic antioxidant may be
used to induce regression of LVH. The reduction in interstitial fibrosis and
cardiomyocyte transversal area were however slightly Iess marked when probucol was
started 60 days after banding than when it was started earlier. The significance of these
findings in patients with LVH of different etiologies will have to be determined in
clinical trials.
In a previous study from our laboratory, Malo et al have demonstrated that an in
vitro supplementation with methyltetrahydrobiobterin, an analog of the cofactor BU4,
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significantly improved epicardial coronary endothelium-dependent relaxations in this
porcine mode! (Malo et aï., 20032). In fact, peroxynitrites possess the capacity to oxidïze
BH4, inducing a functional uncoupling of eNOS. This promotes oxïdative stress instead
of generation of NO• (Stuehr et al., 2001). Treatment with probucol may have induced a
decrease in peroxynitrite production, increasing non-oxidized BH4 and restoring the
functional coupling of the enzyme for an increased production of NO•. The increased
NO• production in probucol treated groups may also be the resuit of an increased
expression of the enzyme eNOS. Indeed, probucol possesses the capacity to positively
modulate eNOS expression, as demonstrated in a study using cultured bovine aortic
endothelial cells (Ramasamy et al., 1999).
Angiotensin II is a strong activator of the NAD(P)H oxidase, even at a
concentration under the threshold that augments blood pressure. Following aortic
banding in a rat mode!, the renin-angiotensin system (RAS) is rapidly activated, acting on
NAD(P)H oxidase and generating important levels of 02 (Bouloumié et al., 1997). In
the untreated group of the present study, the RAS was activated, as demonstrated by the
sïgnificant increase in angiotensïn II levels. On the other hand, the treated groups
showed a significant decrease in angiotensin II, suggesting an impact of probucol on
RAS. In a dog model of pacing-induced heart failure, renin and angiotensin II levels
were also decreased following probucol treatment (Nakamura et al., 2002).
CONCLUSION
LVH secondary to aortic banding is characterized by decreased N0
bioavailabilïty, increased oxidative stress and alterations in endothelium-dependent
relaxations of epicardia! coronary arteries. In this porcine mode!, the antioxidant
probucol prevented left ventricu!ar hypertrophy and interstitial fibrosis, improved
coronary artery endothe!ial function, increased NO• bioavailabi!ity and reduced lipid
hydroperoxide and angiotensin II !evels. Considering the negative prognostic and
pathophysiological implications of LVII and endothelial dysfunction, clinica! studies
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should be performed to assess the effects of probucol or similar agents in patients with
established LVH or at risk for the development of LVH and its deleterious consequences.
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FIGURES LEGEND
Figure 1: Cumulative concentration-response curves to serotonin in rings of porcine
coronary arteries from untreated group (.), controls (,), group treated 60 days with
probucol from the day of the AB (À), group treated 30 days with probucol 30 days post
AB () and group treated 30 days with probucol 60 days post-AB (X). Responses are
given as the percent of relaxation to the contraction induced by prostaglandin F2a.
Results are presented as the mean ± SEM. *p<o.05 vs controls; **p<0.05 vs three treated
group. AB: aortic banding.
Figure 2: Cumulative concentration-response curves to bradykinin in rings of porcine
coronary arteries of untreated group t.), controls (.), group treated 60 days with probucol
from the day of the AB (À), group treated 30 days with probucol 30 days post-AB () and
group treated 30 days with probucol 60 days post-AB (X). Responses are given as the
percent of relaxation to the contraction induced by serotonin (5-HT). Resuits are
presented as the mean ± SEM. *p<O.05 vs controls; **p<0.05 vs three treated group. AB:
aortic banding.
Figure 3: Influence of probucol treatment on plasma nitric oxide production. Results are
presented as the mean ± SEM. n=4 for groups 1 and 2. n=3 for groups 3, 4 and 5.
*p<O.00l vs control group; **po.O01 vs untreated group.
Figure 4: Influence of probucol treatment on vascular cGMP levels. Results are
presented as the mean ± SEM. 11=5 for the five groups. *p<O.Ol vs control group;
**p<0.01 vs untreated group.
Figure 5: Influence of probucol treatment on plasma angiotensin II levels. Resuits are
presented as the mean ± SEM. n=4 for groups 1 and 3. n=3 for groups 2, 4 and 5.
*p<0.001 vs control group; **p<0.001 vs untreated group.
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Figure 6: Influence of probucol treatment on plasma Iipïd peroxidation. Resuits are
presented as the mean ± SEM. n=6 for groups 1. n=4 for groups 1, 3, 4 and 5. *p0•003
vs control group; **po.008 vs untreated group.
Figure 7: Influence of probucol treatment on vascular superoxide dismutase activity.
Resuits are presented as the mean ± SEM. n=6 for groups 1 and 4, n=5 for groups 2, 3
and5.
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Table 1. Expenmentat groups
Treatment Beginning of treatment Period of treatment
Group 1 None (No banding)
Group 2 Placebo On the day of
the 60 daysbanding
Probucol On the day of theGroup 3 60 days(1000 mglday) banding
ProbucolGroup 4 30 days post-banding 30 days(l000mgIday)
ProbucolGroup 5 60 days post-banding 30 days(1000 mglday)
Table 2. Echocardiographic and morphologie data
Echocardiograpliy Morphology
Aortic
dimension at Gradient at AB LV Heart Heart
AB site (% site (% increase weightlbody weightltibia weightibody
decrease vs vs baseline) weight (glkg) length (glcm) weight (g/kg)
distal)
Group 1 ns ns 3.35±0.21 9.57±0.53 4.68±0.17
Group 2 42.10 ± 11.24* 60.06 ± 7•5* 4.59 ± 0.20* 11.93 ± 0.60* 6.74 ± 0.04*
Group 3 42.18 ± 4.14 55.86 ± 5.03 3.26 ± 0.34** 11.17 ± 0.37 5.93 ± 0.38
Group 4 45.03 ± 2.89 59.12 ± 6.52 3.50 ± 0.26** 11.06 ± 0.31 6.23 ± 0.5$
GroupS 52.36 ± 6.89 55.05 ± 4.69 3.45 ± 0.33** 12.11 ± 0.70 6.18 ± 0.34
Data are presented as mean ± SEM
AB: aortic banding, LV: left ventricle, ns: non significant
*p<O.05 for group 2 vs group 1, ** p<0.05 for treated groups vs group 2
93
Table 3. Cardiomyocyte hypertrophy and interstitialfibrosis data
Histology
Cardiomyocyte transversal area Interstitiat fibrosis
(tm2) (fibrosis arealtotal area x ioj
Group 1 104.45 ± 0.99 12.45 ± 1.11
Group 2 189.02 ± 1.44* 66.8 1 ± 4•54*
Group3 120.92±1.08** 13.15±1.27**
Group 4 116.98 ± 1.09’ 13.04± 1.08
GroupS 138.46±1.13** 20.03±1.67**
Data are presented as mean ± SEM
* p<0.001 for group 2 vs group 1, ** p<O.001 for treated groups vs group 2
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L’hypertrophie ventriculaire gauche affecte 23% des hommes et 33% des femmes
après l’âge de 59 ans ($avage et al., 1987) et augmente de trois fois le risque
d’évènements cardiovasculaires (Brown et al., 2000). Au niveau fonctionnel, l’HVG
représente un état pathologique associé à une dysfonction des relaxations dépendantes de
l’endothélium dans différents lits vasculaires, dont les artères coronaires. Cette
diminution des relaxations au niveau du ventricule gauche a été rapportée lors d’études
cliniques et expérimentales, suite à des stimulations induites par l’ACh, J’adénosine et la
substance P (Grieve et al., 2001 ; Liischer et Noli, 1994; Treasure et al., 1993). Le stress
oxydatif, principalement par l’action de
•°2’ joue un rôle important dans le
développement de cette dysfonction endothéliale (Cai et Harrison, 2000) et de divers
changements pathologiques ventriculaires, dont la fibrose interstitielle et l’hypertrophie
des cardiomyocytes (Nakagami et aÏ., 2003). Dans un modèle d’HVG secondaire à un
cerclage aortique d’une durée de deux mois chez le porc, la dysfonction endothéliale est
également présente au niveau des artères coronaires épicardiques, associée avec une
diminution de la biodisponibilité du N0 pour les CML (Mato et al., 2003). De plus, le
stress oxydatif vasculaire a été documenté par une augmentation des concentrations
circulantes de ONOO- (Malo et al., 2003’).
Suite à ces observations, l’impact d’un traitement antioxydant à l’aide du probucol
a été évalué. Les principales observations découlant de notre étude sont que
l’administration du probucol a un impact bénéfique au niveau du ventricule gauche,
diminuant l’hypertrophie de ce dernier. Cette affirmation est appuyée à l’échographie par
la diminution du ratio masse du ventricule gauche/masse corporelle et par l’histologie
démontrant une diminution de l’aire transversale des cardiomyocytes et de la fibrose
interstitielle. Le traitement au probucol améliore également de manière significative les
relaxations dépendantes de I’endothélium au niveau des artères coronaires épicardiques
suite à une stimulation des voies de signalisation dépendantes des protéines Gi ainsi que
Gq. Cette amélioration des relaxations vasculaires s’explique possiblement par une
augmentation de la biodisponibilité du NO• au niveau des CML, secondaire à une
augmentation de la production du N0 par les CE, qui est cille-même liéé à une
diminution de la neutralisation de ce facteur par les ERO. Il y a en effet une production
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limitée des ERO avec le traitement au probucol tel que montré par une diminution de la
peroxydation des lipides et par la diminution de l’hormone prooxydante Ang II.
Chez le groupe non traité, les données morphologiques montrent un
développement significatif de l’hypertrophie ventriculaire gauche par l’augmentation du
ratio de la masse ventriculaire /masse corporelle en comparaison avec le groupe témoin.
Cette observation est également supportée par l’augmentation significative de l’aire
transversale des cardïomyocytes, témoignant d’une hypertrophie des cellules dans le
groupe non traité. Le stress oxydatif, principalement par l’action de l’anion superoxyde
semble jouer un rôlê important dans le développement de l’hypertrophie des
cardiomyocytes. De fait, Nakagami et al. ont démontré que, conséquemment à
l’activation de la NAD(P)H oxydase par l’Ang II, l’hypertrophie cardiaque est le résultat
de l’action du 02 plutôt que de celle de l’H202 (Nakagami et aÏ., 2003). Dans un
modèle d’augmentation de la post-charge chez le cobaye, l’expression de multiples sous-
unités de cette enzyme prooxydante est augmentée dans le myocarde du ventricule
gauche hypertrophié, générant davantage de 02 (Li et al., 2002). Finalement, dans une
culture de cardiomyocytes hypertrophiés de rat, il a été démontré que l’hypertrophie est
subséquente à l’augmentation de la formation de 02 et de l’activité de la NAD(P)H
oxydase (Nakagarni et al., 2003). Chez les trois groupes traités au probucol de la
présente étude, comparativement au groupe non traité avec cerclage aortique, il y a une
diminution significative du ratio de la masse du ventricule gauche/masse corporelle ainsi
que de l’aire transversale des cardiomyocytes.
Ces deux observations surviennent en débit de la présence de conditions
favorables au développement de l’HVG, tel que montré par la diminution du diamètre de
l’aorte et du gradient au niveau du cerclage: l’amélioration de la condition du ventricule
gauche repose donc sur un effet positif du probucol. De fait, par ses deux groupements
phénols, le probucol neutralise directement le 02 (moue et al., 1998), explicant
possiblement la diminution de l’hypertrophie par l’antioxydant. D’un autre côté, le N0
est reconnu comme étant un facteur antihypertrophique au niveau du myocarde (Rapoport
et Murad, 1983). En condition de stress oxydatif, le N0 est neutralisé par le •°2’
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diminuant ainsi sa disponibilité pour les cardiomyocytes. À la suite du traitement
antioxydant, le NO• est possiblement davantage disponible pour l’inhibition de
l’hypertrophie des cardiomyocytes, expliquant ainsi d’une seconde manière la diminution
de l’hypertrophie en présence de probucol.
L’HVG est également caractérisée par l’apparition d’une dysfonction diastolique,
attribuable à l’augmentation de la rigidité de la paroi du ventricule et à la fibrose
interstitielle (Wassmann et al., 2002). La fibrose interstitielle est également augmentée
dans notre modèle d’HVG secondaire à une augmentation de la post-charge et elle est
significativement diminuée chez les trois groupes traités. Dans un modèle d’HVG chez
le rat, la genèse de la fibrose est subséquente à l’augmentation de la formation de 02
(Harrison et al., 2003), expliquant possiblement l’impact bénéfique du probucol sur le
développement de la fibrose interstitielle au niveau du myocarde. De fait, suite à la
ligature de l’artère interventriculaire antérieure dans un modèle d’IC chez le rat, un
traitement de 80 jours avec 1 mg/kg/jour de probucol diminue la fibrose interstitielle et
améliore le remodelage ventriculaire (Sia et al., 2002).
Tel que démontré au cours d’une étude précédente dans notre laboratoire, il n’y a
pas de différence statistiquement significative au niveau des relaxations indépendantes de
l’endothélium (sodium nitroprussiate, un donneur de N0) entre les artères coronaires
épicardiques des animaux avec HVG comparativement à celle des témoins (Lincotn et al.,
1994). Cette même conclusion est valable pour les relaxations dépendantes de
l’endothélium et indépendantes d’un récepteur (calcium ionophore A23 187) (Lincotn et
al., 1994). Ainsi, ces agonistes n’ont pas été testés dans les anneaux provenant des
animaux traités pour évaluer l’impact du traitement au probucol sur cet aspect de la
réactivité vasculaire. Par contre, les relaxations dépendantes de l’endothéllum sont
significativement diminuées chez le groupe non traité avec cerclage aortique
comparativement au groupe témoin, confirmant la présence d’une dysfonction
endothéliale. Les altérations des mécanismes de signalisation des CE impliquent
préférentiellement la voie de signalisation des protéines Gi, tel que montré par les
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courbes de concentration-réponse à la sérotonine, et minoritairement la voie des protéines
Gq, tel que montré par les courbes de concentration-réponse à la bradykinine.
La réactivité vasculaire, impliquant la relaxation endothéliale induite par les voies
des protéines Gi et Gq est significativement améliorée chez les trois groupes traités en
comparaison avec le groupe non traité. L’action du probucol sur la réactivité vasculaire a
été démontrée chez les lapins hypercholestérolémiques suite à une stimulation à
l’acétylcholine alors qu’il n’a aucun effet sur les lapins témoins (moue et al., 199$).
Celle amélioration des relaxations dépendantes de l’endothélium en présence d’HVG est
expliquée in vitro par l’augmentation de la biodisponibilité du N0 pour les CML
vasculaires, démontrée par l’augmentation du contenu vasculaire en GMPc. Cette
augmentation, appuyée par l’augmentation du ratio nitrites/nitrates, est le résultat d’une
diminution de la neutralisatïon par les ERO et/ou d’une augmentation de la production du
N0 par la eNOS.
Au cours d’une étude précédente dans notre laboratoire, Malo et al (2003) ont
démontré qu’un supplément in vitro d’un analogue de la BH4, la
méthyltétrahydrobioptérine, améliore significativement les relaxations dépendantes de
l’endothélium au niveau des artères coronaires épicardiques dans un modèle d’HVG chez
le porc (Malo et al., 20031). De fait, les peroxynïtrites possèdent la capacité d’oxyder la
BI-14, induisant un découplage fonctionnel de la eNOS. Cette dernière favorise alors la
formation du 02 au détriment du N0 (Izawa et al., 2003). Le traitement au probucol,
par la neutralisation du 02, a potentiellement diminué la production de ONOO-,
réduisant ainsi les niveaux d’oxydation de BH4 et rétablissant le couplage fonctionnel de
l’enzyme et la production de NO•. L’augmentation de la production du N0 chez les
groupes traités peut également provenir d’autres sources. De fait, les niveaux d’ADMA
(diméthylarginine asymétrique), un inhibiteur endogène de la eNOS pour la L-arginine,
sont augmentés dans plusieurs pathologies, telles que les maladies des artères coronaires
et l’insuffisance cardiaque chronique, diminuant la production du N0 (Weiss et al.,
2001). Il a été démontré qu’un supplément de L-arginine exogène améliore les
relaxations dépendantes de l’endothélium au niveau des aortes thoraciques de lapins
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hypercholestérolémiques (Myers et al., 1985). De plus, suivant une injection de LDL
natives chez le rat, le probucol possède la capacité de diminuer l’ADMA, permettant la
liaison de la L-arginine à la eNOS et améliorant ainsi les relaxations dépendantes de
l’endothélium (Jiang et al., 2002). Par contre, dans notre modèle, l’hypothèse de la L
arginine est peu probable puisqu’une incubation des anneaux d’artères coronaires
épicardiques avec de la L-arginine exogène n’améliore pas les relaxations dépendantes de
l’endothélium ($cott-Burden et Vanhoutte, 1993).
finalement, l’augmentation de la production de NO• chez les trois groupes traités
peut également être le résultat d’une augmentation de l’expression de la eNOS. Dans la
littérature, les données concernant l’expression de cette enzyme sont contradictoires.
Chez le rat avec une augmentation de la post-charge, l’expression de l’enzyme est
significativement augmentée 6 semaines après un cerclage aortique suprarénal,
simultanément à la présence d’une dysfonction endothéliale (Miistien et Katusic, 1999).
Cette observation suggère que l’augmentation de l’expression peut être néfaste suite à
l’augmentation de la production 02, de l’interaction avec le N0 et de la formation du
ONOO- qui est cytotoxique. D’un autre côté, Grieve et al ont démontré dans un modèle
de cerclage de l’aorte abdominale chez le cobaye que l’expression de la eNOS ne varie
pas significativement lors de l’HVG compensatoire alors que la transition vers
l’insuffisance cardiaque est accompagnée par une diminution marquée (Grieve et al.,
2001). Malo et al ont démontré dans ce modèle d’HVG compensatoire une préservation
de l’expression de la eNOS, suggérant un rôle mineur ou absent dans la diminution de la
biodisponibilité du N0 chez le groupe non traité, alors que la fonctionnalité de l’enzyme
n’a pas été étudiée (Malo et al., 2003). Le probucol possède la capacité de moduler
positivement l’expression de la eNOS, tel que montré dans une étude de CE aortiques
bovines en culture (Ramassamy et al., 1999). Puisque le probucol possède la capacité de
neutraliser le °2’ l’augmentation de la eNOS fonctionnelle peut être bénéfique par la
diminution de la génération de ONOO-, la diminution de l’oxydation de BH4, la
diminution du découplage fonctionnel de la eNOS, l’augmentation de la production de
N0 et l’augmentation de sa biodisponibilité pour les CML vasculaires.
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L’augmentation de la neutralisation du NO• par les ERO représente une autre
possibilité expliquant la diminution de la biodisponibilité de ce facteur. De fait, Malo et
al (2003) ont précédemment montré que les niveaux de ONOO- sont augmentés dans ce
modèle, témoignant de la présence d’un état de stress oxydatif (Malo et al., 2003’). Dans
notre étude, ceci a également été confirmé par l’augmentation significative de la
peroxydation des lipides (hydroperoxydes) chez le groupe non traité avec cerclage
aortique comparativement au groupe témoin. Le traitement au probucol a
significativement diminué les niveaux de ce marqueur du stress oxydatif. Le probucol
peut avoir une action directe sur les lipides, protégeant ceux-ci directement ou diminuant
leurs niveaux circulants par ses propriétés hypolipémiantes et réduisant ainsi les chances
de peroxydation. Il a été démontré que, suivant une angioplastie transiuminale, les
propriétés hypolipémiantes du probucol ne sont pas impliquées dans le remodelage
favorable du vaisseau (Kim et al., 2002). De plus, la même conclusion a été obtenue dans
l’inhibition de la progression de l’athérosclérose chez des lapins Watanabe
héréditairement athérosclérotiques (Berk et al., 1989). Ainsi, le probucol pourrait agir
indépendamment de ses propriétés hypolipémiantes dans ce modèle. Il agit plutôt à la
source du stress oxydatif, c’est-à-dire en diminuant la production de ERO par les
enzymes prooxydantes ou en augmentant leur neutralisation par une stimulation des
antioxydants endogènes.
L’angiotensine II représente un puissant activateur de la NAD(P)H oxydase et ce,
même à des concentrations qui n’induisent pas de variation de la pression sanguine. Suite
à un cerclage aortique chez le rat, le système rénine-angiotensine (SRA) est rapidement
activé, agissant sur la NAD(P)H oxydase et produisant d’importants niveaux de 02
(Bouloumié et al., 1997). Chez le groupe non traité de notre étude, le SRA est activé, tel
que démontré par l’augmentation significative des niveaux d’angiotensine II
plasmatiques. Par contre, le traitement au probucol induit une diminution significative
des niveaux de l’hormone chez les trois groupes, suggérant un impact de l’antioxydant
sur le SRA. Dans un modèle canin d’insuffisance cardiaque, les niveaux d’Ang II et de
rénine sont diminués suivant un traitement au probucol (Landmesser et aÏ., 2003); par
contre dans l’étude présente, les cibles exactes de la cascade de synthèse de l’Ang II ne
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sont pas déterminées. Puisque les niveaux Ang II sont diminués, l’impact de cette
hormone sur l’enzyme prooxydante NAD(P)H oxydase l’est aussi, suggérant un rôle dans
la diminution du stress oxydatif et dans l’amélioration des relaxations dépendantes de
1 ‘endothélium.
L’HVG secondaire à un cerclage de l’aorte transversale dans un modèle de souris
est associée à une augmentation de l’activité de ]a SOD et de la catalase (Landmesser et
al., 2003). Cette augmentation de l’activité antioxydante cardiaque représente un
mécanisme compensatoire au stress oxydatif en présence d’une hypertrophie (Phung et
al., 1994). D’un autre côté, les patients avec une maladie cardiovasculaire montrent une
diminution de l’activité antioxydante, induisant ainsi une accumulation de 02 (Matés et
fsanchez-Jiménez, 1999). Dans notre modèle d’HVG, l’activité de la SOD tend à être
augmentée en présence de stress oxydatif dans le groupe non traité avec cerclage aortique
sans atteindre de différence significative. Chez les trois groupes traités, l’activité tend à
être diminuée relativement au groupe non traité et ce, proportionnellement à l’état de
stress oxydatif. Ainsi, dans ce modèle d’HVG, l’activité antiooxydante semble varier en
fonction au stress oxydatif et de manière bénéfique pour le retour vers l’homéostasie.
Dans la littérature, les données concernant les variations de l’activité de la SOD sont
contradictoires. De fait, en présence d’une IC induite par l’isoprotérénol, le traitement au
probucol n’est pas accompagné d’une variation de l’activité de la SOD (Bauersachs et al.,
2000) alors qu’en présence d’une cardiomyopathie induite par l’adriamycine, le probucol
induit une augmentation de l’activité de cette dernière f Verhaar et al., 199$).
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L’HVG secondaire à un cerclage aortique est caractérisée par une dysfonction des
relaxations dépendantes de l’endothélium au niveau des artères coronaires épïcardiques
alors que les relaxations indépendantes de l’endothélium sont préservées. Cette
diminution de la biodisponibilité du NO• pour les CML vasculaires est expliquée par une
diminution de la production (découplage fonctionnel de la eNOS) et/ou par une
augmentation de la neutralisation par les ERO. De fait, le stress oxydatif représente une
source importante d’altérations menant à une série de modifications et résultant en une
HVG et en une dysfonction endothéliale des coronaires. L’antioxydant probucol possède
la capacité de neutraliser le °2’ un radical libre à la source de la cascade de stress
oxydatif, résultant ainsi en une amélioration de la réactivité vasculaire et de la condition
du ventricule gauche.
Le probucol diminue ainsi la fibrose interstitielle et l’hypertrophie des
cardiomyocytes, deux phénomènes qui surviennent ultérieurement à l’augmentation de la
production de 02 dans le myocarde (Landmesser et ai, 2000). Au niveau des artères
coronaires épicardiques, le probucol améliore significativement les relaxations
dépendantes de l’endothélium, possiblement suite à une augmentation de la production et
de la biodisponibilité du N0. De plus, le stress oxydatif est diminué suite à
l’administration de probucol, suite à la diminution des niveaux du stimulateur de la
NAD(P)H oxydase, l’angiotensine II, et des niveaux des hydroperoxydes. Ainsi, le
probucol représente une intervention pharmacologique bénéfique afin de prévenir
l’initiation et la progression et même de renverser l’HVG et la dysfonction endothéliale
vasculaire qui lui est associée. Des études plus poussées devraient être réalisées chez les
humains afin d’évaluer les effets bénéfiques du probucol, ou d’un analogue, chez les
patients avec une HVG établie ou à titre préventif, chez des patients porteurs de facteurs
de risque connus pour le développement d’une HVG.
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